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Resumen 
Los primates no humanos del género Aotus han mostrado ser un modelo 
experimental idóneo para la evaluación de fármacos y candidatos a vacuna contra 
la malaria y otras enfermedades que afectan al hombre. La caracterización del 
sistema inmune de los modelos experimentales es necesaria para la adecuada 
extrapolación de los resultados obtenidos a humanos. Las proteínas del Complejo 
Mayor de Histocompatibilidad (CMH) Clase I y II, se encuentran dentro de las 
principales moléculas involucradas en la respuesta a patógenos, 
desafortunadamente, las técnicas disponibles para la adecuada tipificación de 
estas moléculas suelen ser costosas y/o dispendiosas. Estudios previos 
realizados por Bontrop y col. reportaron un microsatélite que permitía tipificar el 
gen de clase II DRB en primates del Viejo Mundo y humanos, mostrando ser una 
alternativa rápida, confiable y efectiva para este fin. Con base en lo anterior, en 
este trabajo se identificó la existencia de un microsatélite en el intrón 2 del CMH-
DRB de dos especies de Aotus (A. vociferans y A. nancymaae), analizando su 
modo de evolución y caracterizando su potencial para genotipificar la familia DRB 
del CMH-clase II en estos primates. 
 
Palabras clave: CMH-II, DRB, Aotus sp., Tipificación, Microsatélites. 
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  IDENTIFICACIÓN DE UN MARCADOR GENÉTICO PARA LA GENOTIPIFICACIÓN DEL CMH‐DRB EN Aotus sp.  
Abstract 
Non-human primates belonging to the Aotus genus has shown to be excellent 
experimental models for evaluating drugs and vaccine candidates against malaria 
and other human diseases. Characterizing the immune system of experimental 
models is a must, to allow extrapolating the results found to humans. Class I and II 
Major Histocompatibility Complex (MHC) proteins are among the most important 
molecules involved in response to pathogens; in spite of this, the techniques 
available for genotyping these molecules are usually expensive and/or time-
consuming. Previous studies by Bontrop et al., reported a microsatellite allowing 
MHC-DRB class II gene typing in old world primates and humans, showing to be a 
fast, reliable and effective alternative to traditional techniques. Based on this 
information, a microsatellite present on MHC-DRB intron 2 and its evolutionary 
patterns were here identified in two Aotus species (A. vociferans and A. 
nancymaae), as well as its potential for genotyping the class II DRB family in 
these primates. 
 
Keywords: MHC-II, DRB, Aotus sp., Genotyping, Microsatellite. 
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Introducción 
Las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) son 
heterodímeros que se expresan en las células del sistema inmune de 
vertebrados, y se encargan de presentar antígenos a los receptores de los 
linfocitos T. Los genes de las moléculas del CMH se clasifican en dos grupos, 
clase I y clase II, que muestran expresión diferencial en distintos tipos celulares, 
presentando antígenos de diferente origen. El sello distintivo de estos genes es 
su polimorfismo, como respuesta a la diversidad de antígenos que exhiben los 
patógenos; esta diversidad responde, tanto en los hospederos vertebrados como 
en los patógenos, a una estrecha relación coevolutiva. 
 
En el campo de la investigación biomédica, el uso de primates no humanos es 
indispensable para la validación de diferentes metodologías en el diagnóstico y 
tratamiento de enfermedades que afectan a los humanos. Monos del viejo mundo 
(Cercopithecoidea), como los macacos y los mandriles, y del nuevo mundo 
(Platyrrhini) como el tití común (Callithrix jacchus) y el mono lechuza (Aotus), han 
sido ampliamente usados en el estudio de enfermedades (infecciosas y no 
infecciosas) (1, 2). La comprensión del trasfondo de variedad que implica la 
respuesta inmune, en donde el CHM tiene un papel central, y en el caso particular 
de los genes del DRB (que son los más diversos en humanos y en Aotus), es 
necesario para la validación de los animales usados en investigación médica. 
 
Para el aislamiento y determinación de los genes del CMH-DRB, se han 
empleado usualmente técnicas de clonación y posterior secuenciación. Debido a 
la compleja organización de la región del CMH-DRB (por lo general organizado en 
distintos haplotipos), a la variación en el número de genes expresados en cada 
individuo, y al costo en recursos y tiempo que involucra esta estrategia, se han 
buscado otras aproximaciones (3). Una de ellas es el uso de un microsatélite 
descrito en el CMH-DRB de humanos, macacos y chimpancés (4, 5); el 
12 
microsatélite D6S2878 se localiza al comienzo del intrón 2 y presenta una 
variabilidad en longitud y secuencia, que resulta estar bien correlacionada con la 
diversidad del CMH-DRB en exón 2. Previamente, Kriener y col. (6) habían 
observado la ocurrencia de una región repetitiva similar en el intrón 2 del CMH-
DRB de monos del nuevo mundo, sin indagar en su uso como marcador 
molecular. 
 
En este estudio, además de analizar el modo de evolución de este sector, se 
caracterizó el microsatélite presente en el inicio del intrón 2 de los genes CMH-
DRB de dos especies de Aotus (A. vociferans y A. nancymaae), y su factibilidad 
para su uso como marcador molecular para la identificación de las distintas 
variantes del gen CMH-DRB en estos primates. 
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1. PROBLEMA 
Los genes del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH) se encuentran 
entre los más variables del genoma de humanos y otras especies de vertebrados; 
las proteínas que ellos codifican hacen parte de la repuesta inmune adaptativa y 
son las encargadas de la presentación de péptidos a las células T. Los genes del 
CMH clase I y clase II son altamente polimórficos, y su diversidad se concentra en 
la región de unión al péptido (PBR, del inglés Peptide Binding Region). Múltiples 
factores, como selección natural positiva y recombinación, actúan sobre estos 
genes, generando diversidad y alta variabilidad en el repertorio alélico de la 
población, permitiendo el reconocimiento de una amplia gama de péptidos (7). La 
caracterización de este polimorfismo tiene interés en el entendimiento de la 
respuesta inmune; estos genes son marcadores útiles de la diversidad de las 
poblaciones animales, pudiendo ser usados en estudios de conservación y 
dinámica poblacional (8).   
 
Las moléculas del CMH se dividen en dos grandes grupos: Clase I, las cuales se 
expresan en todas las células nucleadas, son las encargadas de presentar 
antígenos de origen intracelular, y son capaces de acoplar péptidos de 8 a 9 
amino ácidos de longitud, debido al menor tamaño que tienen en su surco; las de 
clase II se encuentran en las células presentadoras de antígeno profesionales, 
reconocen antígenos de origen extracelular y son capaces de exhibir péptidos de 
13 a 18 aminoácidos de longitud (9). 
 
Dentro de los primates del nuevo mundo, el género Aotus se caracteriza por ser 
un valioso modelo animal en investigación médica, gracias a características como 
su pequeño tamaño, fácil manejo y susceptibilidad a enfermedades infecciosas 
que afectan a humanos. Estudios previos han demostrado que este modelo 
animal presenta una alta similitud con los humanos en las moléculas de su 
sistema inmune, particularmente con el CMH clase II, y en especial las 
correspondientes al HLA-DR humano; estas semejanzas permiten evaluar la 
14 
respuesta inmune frente a diferentes patógenos y valorar el potencial de 
moléculas candidatas a vacuna para el control de enfermedades de importancia 
en salud humana (10-12). 
 
El alto grado de polimorfismo y la diversidad alélica exhibida por las moléculas del 
CMH-DRB en primates no humanos (a diferencia de las moléculas CMH-DRP y 
CMH-DRQ, las cuales exhiben menores grados de polimorfismo), además de su 
importancia en la interacción con el péptido para su posterior presentación al 
receptor de los linfocitos T, hace su tipificación relevante para la evaluación de la 
respuesta inmune (13).   
 
A finales de los 80’s, los microsatélites, también conocidos como repeticiones 
cortas en tándem (STR, del inglés Short Tandem Repeats), empezaron a ser 
empleados como marcadores genéticos. Éstos son segmentos de ADN que 
constan de secuencias cortas repetidas de nucleótidos y han sido útiles para 
cuantificar la diversidad genética de poblaciones, análisis de paternidad, 
identificar marcadores asociados a enfermedades (v.g. lupus eritematoso 
sistémico, enfermedad autoinmune de Addison, y carcinoma hepatocelular, etc.) 
(8, 14). 
 
Teniendo en cuenta que la caracterización de marcadores moleculares como los 
microsatélites ofrece una rápida y efectiva técnica de genotipificación del CHM-
DRB en primates, y que hasta el momento, las técnicas para realizar esta 
tipificación son muy laboriosas y costosas, este estudio tiene como propósito 
identificar, estudiar el modo de evolución y caracterizar un marcador molecular 
tipo microsatélite, que permita tipificar los genes DRB del CMH en primates del 
género Aotus. 
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2. JUSTIFICACIÓN 
La relevancia en el uso de primates no humanos, frente a otros modelos 
animales, se basa en su susceptibilidad a enfermedades o procesos infecciosos 
específicos de humanos (por ejemplo, la hipertensión y la osteoporosis ocurren 
naturalmente en todos los primates), a diferencia de lo que ocurre en otros 
modelos no susceptibles ampliamente usados, como los murinos (ratas y ratones, 
Rodentia: Murinidae). La información experimental obtenida en primates es más 
fácilmente extrapolable a humanos, lo cual permite determinar la eficacia de 
tratamientos en casos donde otros modelos animales fallan (2). 
 
Los primates del nuevo mundo pertenecientes al género Aotus son modelos 
ampliamente usados para el estudio de múltiples enfermedades. Se encuentran 
distribuidos en la amazonia colombiana, y han sido empleados como modelo para 
el estudio de la malaria humana, siendo susceptibles a la infección por 
Plasmodium falciparum y Plasmodium vivax. Este aspecto permite de manera 
privilegiada la evaluación de vacunas y fármacos para el tratamiento y control de 
esta enfermedad. Además, estos monos son susceptibles a otras enfermedades 
humanas como la Leishmaniosis, Schistosomiasis, Hepatitis, Tuberculosis, y 
varios tipos de infecciones entéricas como Campylobacteriosis (15-21). 
 
Estudios previos han caracterizado diversos genes del sistema inmune de 
primates del nuevo mundo del género Aotus, centrándose en el polimorfismo 
exhibido por este en comparación con humanos y otros primates (12, 22, 23). A 
pesar que la divergencia entre monos del nuevo mundo y humanos se remonta a 
43 millones de años aproximadamente (24), diversos estudios señalan que los 
genes involucrados en la respuesta inmune de Aotus y humanos presentan 
substanciales semejanzas. Todo lo anterior, sumado a la facilidad de manejo de 
estos primates en el laboratorio (por su talla, adaptación al cautiverio y 
disponibilidad), son ventajas que los hacen modelos animales valiosos y una 
16 
herramienta importante para la comprensión de los mecanismos de presentación 
antigénica involucrados en el desarrollo de vacunas. 
 
En la evaluación de la respuesta inmune frente a vacunas, la genotipificación de 
los primates empleados como modelo animal es requerida para seleccionar 
diferentes grupos de inmunización, de acuerdo al antígeno a ser presentado. Las 
técnicas moleculares requeridas para realizar esta caracterización son de alto 
costo y laboriosas, siendo necesario implementar el uso de técnicas más rápidas 
y potencialmente igual de precisas, como los microsatélites, para obtener una 
efectiva tipificación de los primates que harán parte de los estudios de 
inmunización en la evaluación de candidatos a vacuna. 
 
Por todo lo anterior, en este proyecto se planteó la identificación del microsatélite 
presente en el intrón 2 del CMH-DRB para evaluar la posibilidad de ser usado en 
la genotipificación del CMH-DRB en Aotus nancymaae y Aotus vociferans, 
constituyéndose así en la primera caracterización sistemática de este marcador 
en primates del nuevo mundo. 
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3. OBJETIVOS 
 
3.1 Objetivo general 
 
Caracterizar un marcador genético que permita la genotipificación de alelos del 
CMH-DRB en primates del género Aotus sp.  
 
 
3.2 Objetivos específicos 
 
 Determinar mediante el uso del marcador molecular citocromo C oxidasa II, la 
especie del género Aotus sp. de los primates a ser incluidos en este estudio. 
 
 Asignar los linajes alélicos del CMH-DRB a cada uno de los primates del género 
Aotus de este estudio.  
 
 Verificar la presencia del microsatélite en monos del género Aotus y valorar su 
capacidad para la discriminación de los distintos alelos del CMH-DRB.  
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4. HIPÓTESIS 
La presencia de un microsatélite en la región inicial del intrón 2 de los genes del 
CMH-DRB en Catarrhini, que muestra utilidad para la tipificación de estos genes en 
varias especies, permite postular que, dada la presencia de sectores similares en 
Aotus y otros Platyrrhini, este sector podría constituirse también en una herramienta 
para la tipificación de los genes DRB del CMH clase II en Aotus. 
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5. MARCO DE REFERENCIA 
 
Los primates no humanos han sido ampliamente empleados en el campo de la 
investigación de enfermedades infecciosas, neurología, desarrollo de fármacos, 
biología de la reproducción y ciencias del comportamiento. En el caso particular 
de los primates del nuevo mundo (Platyrrhini), estos presentan ventajas 
particulares por su tamaño reducido, fácil manejo, su adaptación al cautiverio y 
tasas de reproducción relativamente altas, lo que los convierte en modelos 
experimentales calificados en investigación biomédica (1).  
 
Dentro de los primates del nuevo mundo, se encuentran los “monos nocturnos o 
lechuza”, los cuales pertenecen al género Aotus y cuya distribución comprende 
regiones de América del Sur desde Panamá hasta Argentina, a diferentes 
altitudes. Pertenecen a la familia Aotidae y se dividen en dos grupos, uno incluye 
a las especies “cuello gris” (A. trivirgatus, A. lemurinus, A. griseimembra y A. 
vociferans) distribuidos preferencialmente al norte del rio Amazonas, y otro a las 
especies “cuello rojo” (A. nancymaae, A. azarae, A. nigriceps, A. infulatus y otras) 
localizadas primordialmente al sur del Amazonas (25).  
 
Debido a la alta similitud morfológica entre las diferentes especies de Aotus, se 
hace necesario emplear marcadores moleculares capaces de diferenciarlos a 
nivel de especie, siendo ampliamente usados para este fin secuencias de ADN 
mitocondrial. Entre las secuencias más estudiadas están el gen mitocondrial mt-
ts1 para el tARN de Serina, el mt-td para el tARN del Ácido Aspártico y el mt-co1 
y mt-co2 de la citocromo c oxidasa segmento I o II (26). De los anteriores, el gen 
de la citocromo c oxidasa II ha sido el más usado para tipificar las distintas 
especies de Aotus (27). 
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5.1 Complejo Mayor de Histocompatibilidad  
 
Todas las especies de mamíferos poseen un grupo de genes relacionados con el 
Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH), cuyos productos tienen un papel 
importante en la respuesta inmune y en la discriminación entre lo propio y lo 
ajeno. El CMH está codificado por genes agrupados en el cromosoma 6 en 
humanos y en el cromosoma 17 en ratones. Los genes del CMH se agrupan de 
acuerdo a su estructura y función en CMH Clase I, Clase II y Clase III. Los dos 
primeros se caracterizan por ser glicoproteínas unidas a la membrana celular, 
encargadas de la presentación de péptidos propios y extraños, siendo similares 
estructuralmente, pero con diferencias en cuanto a sus patrones de expresión y 
conformación. En contraste, las moléculas del CMH clase III codifican productos 
con funciones inmunes, pero que no están relacionadas con la presentación de 
antígenos (8, 28). 
 
5.1.1 Moléculas del CMH Clase I  
 
Las moléculas del CMH clase I son heterodímeros compuestos de una cadena 
pesada polimórfica y una cadena invariante liviana, llamada β2-microglobulina; 
son las encargadas de presentar antígenos intracelulares generados por 
degradación proteosomal (como fragmentos de proteínas de origen nuclear y 
citosólico) a las células T CD8+ (29, 30). 
 
La síntesis de las moléculas del CMH clase I se puede resumir en seis pasos: 1) 
adquisición de péptidos antigénicos, 2) etiquetado de péptidos antigénicos por 
ubiquitina para su posterior degradación, 3) proteólisis, 4) liberación de péptidos 
al retículo endoplásmico por el transportador asociado con el complejo de 
procesamiento de antígeno (TAP, del inglés Transporter associated with Antigen 
Processing complex), 5) carga de péptidos en las moléculas del CMH I por la 
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Los antígenos extracelulares son reconocidos por las células dendríticas y 
llevados hacia el interior por fagocitosis, dentro de una vesícula llamada 
fagosoma; esta sufre modificaciones dependientes de su contenido y luego se 
fusiona con el lisosoma para formar el fago-lisosoma, donde su contenido puede 
interactuar con las moléculas del CMH clase II. El péptido cargado en las 
moléculas del CMH clase II es transportado a la superficie celular y presentado a 
células T CD4+ específicas para el antígeno (30). 
 
La fagocitosis es el mecanismo por el cual las Células Presentadoras de Antígeno 
profesionales (CPA) adquieren el antígeno, perteneciente ya sea a 
microorganismos o cuerpos apoptóticos. Durante la formación del fagosoma, se 
reclutan proteínas de la membrana celular que parecen estar reguladas por la 
capacidad de unirse tempranamente a los Receptores tipo-Toll (TLRs). La 
degradación del antígeno por acidificación lisosomal, permite la activación de 
hidrolasas ácidas y catepsinas, el reclutamiento de NADPH oxidasa y la 
producción de especies reactivas de oxígeno. Algunos microorganismos utilizan 
diversos mecanismos de escape, por ejemplo, los bacilos de Mycobacterium 
tuberculosis son capaces de bloquear la maduración del fagolisosoma y así 
sobrevivir dentro del macrófago; por su parte, Legionella pneumophila escapa de 
la vía de degradación lisosomal por la intercepción del tráfico vesicular, evitando 
así la fusión con el lisosoma (Figura 2) (30). 
 
Otro componente relacionado con la presentación antigénica es la autofagia; ésta 
se encarga del mantenimiento de la homeostasis celular, provee nutrientes en 
periodos de inanición y elimina organelos dañados del citoplasma. Además, 
puede elegir como blanco, patógenos que se encuentran en el citosol o dentro de 
los fagosomas para degradación lisosomal, por lo cual es un mecanismo 
involucrado en la presentación y liberación de antígenos para ser cargados en las 
moléculas del CMH clase II (9). 
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En el caso del CHM clase II, los locus clásicos y no clásicos están muy 
conservados en los primates, siendo considerados clásicos los loci CMH-DR, DQ 
y DP. En este caso, el polimorfismo puede estar concentrado en uno solo de los 
genes que constituyen el receptor (como es el caso del HLA-DRB, que posee un 
enorme polimorfismo, mientras que el HLA-DRA es básicamente monomórfico) o 
repartido entre los dos genes que codifican para las cadenas alfa y beta del 
receptor (31). 
 
Tanto en el caso del CMH clase I y II, este polimorfismo se concentra en el PBR, 
produciendo diferentes perfiles de unión a los péptidos. Estas variaciones se dan 
especialmente en los residuos de anclaje que conforman los denominados 
bolsillos de unión al péptido (29).  
 
Los genes del CMH han evolucionado por un proceso denominado de nacimiento-
muerte, en el cual nuevos genes son creados por duplicación y son mantenidos 
en el genoma por largo tiempo, mientras que otros son eliminados o se convierten 
en no funcionales por medio de mutaciones deletéreas. Los genes del CMH clase 
I presentan una tasa más rápida de evolución y es difícil establecer relaciones 
ortólogas de estos genes entre diferentes órdenes de mamíferos. En cambio, los 
genes del CMH clase II tienen una mayor longevidad y muchos loci son ortólogos 
entre diferentes órdenes de mamíferos (32). 
 
La persistencia de polimorfismo en los genes funcionales del CMH se presenta 
gracias a la selección balanceante, la cual favorece el mantenimiento de múltiples 
alelos altamente divergentes. El polimorfismo del CMH se refiere a la variabilidad 
intra-especies de las proteínas del CMH que reflejan diversidad alélica de estos 
genes, por lo tanto, las dos características principales son el amplio número de 
alelos y la gran cantidad de diferencias alélicas (33). 
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El mecanismo por el cual se produce intercambio de información entre alelos o 
locus sin entrecruzamiento se denomina conversión génica, en este mecanismo, 
segmentos de secuencias son combinados entre alelos sin que el resto del gen 
sea afectado. Esta convergencia se puede dar en sectores muy específicos, 
como los exones que codifican el PBR, y al parecer se genera por selección 
balanceante. Estudios anteriores han demostrado que durante la evolución de los 
genes del CMH, la existencia y gran persistencia de linajes en varias especies de 
vertebrados mandibulados (Gnathostomata), se presenta mediante un proceso 
denominado polimorfismo trans-especifico (de su sigla en inglés TSP, Trans-
species polymorphism), donde ocurre la presencia de alelos más similares entre 
especies relacionadas que los alelos dentro de cada especie (33). Un mecanismo 
alternativo al anterior, es el de convergencia génica, que también ha sido 
observado en el CMH (6). 
5.2 Tipificación del CMH  
 
Debido a su compleja organización genómica y a su variabilidad, la 
genotipificación de los genes del CMH se ha convertido en un reto para los 
biólogos moleculares. Varios ensayos entre los que se cuenta la técnica del 
cultivo mixto de linfocitos (de su sigla en inglés MLR, mixed lymphocyte response 
assay) y los métodos moleculares basados en PCR (de su sigla en inglés PCR, 
Polymerase Chain Reaction) y no-PCR, han sido desarrollados para caracterizar 
el repertorio de los genes del CMH y así mismo medir su polimorfismo. Entre las 
técnicas más usadas, se encuentran: Polimorfismos de longitud de fragmentos de 
restricción (RFLP, del inglés Restriction Fragment Length Polymorphism), 
Polimorfismos de conformación de cadenas sencillas (SSCP, del inglés Single 
Strand Conformation Polymorphism), Electroforesis en gel con gradiente 
denaturante (DGGE, del inglés Denaturing Gradient Gel Electrophoresis), Análisis 
conformacional con cadenas de referencia (RSCA, del inglés Reference Strand-
mediated Conformational Analysis), finalmente la amplificación y clonación de 
fragmentos de interés seguida de su secuenciación, siendo esta última 
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aproximación la más precisa, pero con algunas desventajas, como son su alto 
costo y mayor tiempo para la obtención de resultados. Las otras aproximaciones 
ofrecen resultados cuya concordancia con los datos obtenidos por secuenciación 
son variables (8, 34).  
 
Previamente, nuestro grupo ha realizado estudios de caracterización del CMH 
clase I y II en Aotus. Para CMH clase I, usando una estrategia de amplificación, 
clonación y secuenciación de los exones 1-8 de 27 alelos del CMH clase I, 
obtenidos a partir de 13 individuos pertenecientes a tres especies de Aotus (A. 
nancymaae, A. nigriceps y A. vociferans) se establecieron similitudes entre los 
genes del CMH clase I de Aotus y las de otros primates del nuevo y del viejo 
mundo. Las moléculas del CMH de clase I en Aotus sp. se caracterizan por 
exhibir un alto nivel de variabilidad en el PBR, como ocurre en otros géneros de 
primates del nuevo mundo (23). Además, muestran un patrón de agrupamiento 
específico de género para CMH clase I, lo que está de acuerdo con la hipótesis 
de que los genes del CMH clase I en primates tienen una tasa de recambio mayor 
a la mostrada por los genes del CMH clase II. También muestran un alto grado de 
conservación entre los residuos que interactúan con el receptor de células T 
(TCR, del inglés T Cell Receptor) en el interior de los dominios α1 y α2 entre 
humanos y Aotus, lo que sugiere que la interacción con sus respectivos TCR 
puede estar ocurriendo en una forma similar (22). 
 
En cuanto al CMH clase II en Aotus, en el caso del DRB, se han caracterizado 12 
linajes alélicos en 4 especies del género: A. nancymaae, A. nigriceps, A. 
vociferans y A. trivirgatus, los cuales presentan una alta similitud con linajes 
humanos (con valores mayores al 85%) (12, 35, 36). Varios mecanismos 
moleculares se han postulado para contribuir a la generación de diversidad 
genética en los locus del CMH, dentro de los que se encuentran las mutaciones 
puntuales, las mutaciones complejas y los eventos de recombinación. Los 
estudios realizados, proporcionan evidencia de la existencia de estos 
mecanismos en los genes del CMH-DRB de Aotus. Otra característica notable de 
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estos genes, es la convergencia a nivel molecular del PBR (Exón 2) de Catarrhini 
con Platyrrhini, mostrando el mismo patrón selectivo y motivos similares entre 
Aotus y humanos (12), señalando que ante presiones selectivas similares, las 
soluciones moleculares exhibidas por una zona con una alta restricción funcional 
y estructural pueden converger, a pesar de que las demás zonas del gen 
muestren una clara diferenciación (6, 37).  
5.3 Marcadores Moleculares en el CMH 
 
Los microsatélites o repeticiones cortas al azar (STR), son secuencias de 
repeticiones cortas de nucleótidos ampliamente distribuidos en el ADN genómico 
(ADNg). Se presentan como motivos de nucleótidos repetidos con una longitud 
entre 2 a 6 pb (pares de bases), siendo la repetición más frecuentemente 
observada la del dinucleótido CA. Los STR están presentes abundantemente en 
los genomas de la mayoría de organismos, siendo sus loci conservados entre 
distintas especies, centrando su diversificación en la variación en el número de 
repeticiones. Generalmente, su herencia es de carácter Mendeliano (38).  
 
Los microsatélites mutan por el cambio en el número de repeticiones, por ejemplo 
(AT)25 puede cambiar a (AT)24 o (AT)26; estas mutaciones se producen a 
diferentes tasas, y son más frecuentes que las mutaciones puntuales en varios 
órdenes de magnitud. Los microsatélites han sido usados para múltiples 
propósitos, como la construcción de mapas de genomas, en el análisis de 
dinámica poblacional, en estudios de diversidad biológica, en la búsqueda de 
genes que causan enfermedades, en identificación forense y en pruebas de 
paternidad. Los modelos de evolución de los microsatélites tienen tres 
postulados: los microsatélites largos son más propensos a mutar, los 
microsatélites largos tienen un sesgo hacia la contracción, y por último, los 
microsatélites cortos tienden hacia la expansión (39). 
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Por otra parte, el uso de marcadores moleculares estrechamente ligados en la 
tipificación de las regiones del CMH como los microsatélites, resultan ser un 
método rápido y completo para la caracterización del locus B del CMH clase I en 
Macaca mulatta. En un estudio publicado en 2009 por Doxiadis y col., el STR 
Mamu-B D6S2810 (MIB) fue seleccionado como un microsatélite prometedor, que 
exhibe polimorfismo en longitud, variaciones de secuencia y está estrechamente 
ligado al locus CMH-B, tanto en los homínidos, como en los primates del viejo 
mundo (40). 
 
En los últimos años, el grupo de Bontrop y col. (5) se ha interesado en 
caracterizar STRs en primates del viejo mundo, como es el caso de M. mulatta. 
En este estudio, se utilizó el marcador D6S2878, que exhibe un complejo 
polimorfismo y variabilidad a nivel de longitud, como también variación en 
secuencia. El número y la identidad de los diferentes alelos CMH-DRB presentes 
en la muestra, pudieron ser determinados por el número y tipo de microsatélite 
presentes en el intrón 2 (5). 
 
5.3.1 Microsatélite asociado al intrón 2 del gen DRB 
del CMH clase II en primates 
 
Ubicado al comienzo del intrón 2, existe un microsatélite que se presenta como 
una repetición compleja de dinucleótidos, habiendo sido descrito en humanos y 
en primates no humanos del viejo mundo (Macaca y chimpancé). D6S2878 es la 
denominación asignada a este microsatélite para el HLA-DRB-STR y está 
presente en todos los genes/pseudogenes HLA-DRB, excepto en HLA-DRB2, 
HLA-DRB8 y HLA-DRB9, donde se pierde la primera parte del intrón 2. Es 
altamente polimórfico en composición y longitud, y es capaz de diferenciar 
específicamente los distintos alelos del gen HLA-DRB (41). 
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La estructura ancestral del microsatélite DRB-STR en primates del viejo mundo 
contiene una repetición de nucleótidos (GT)x (GA)y, mientras que la estructura del 
microsatélite asociado a HLA y Mamu-DRB es más compleja (Figura 3). En este, 
la repetición en el extremo 5’ representa la parte más larga y no interrumpida, la 
segunda parte (GA)z es corta y se interrumpe por otros dinucleótidos, pudiendo 
correlacionarse bien con diferentes linajes de los genes DRB. La longitud del 
tercer segmento (GA)y también puede correlacionarse con algunos linajes de los 
genes DRB en M. mulatta. Y finalmente, el extremo 3’ está compuesto por una 
parte corta de repeticiones (GC)n (4).  
 
Figura 3 ESTRUCTURA DE LOS MICROSATÉLITES DESCRITOS EN M. mulatta 
PARA EL GEN Mamu-DRB.  
Tomado de Doxiadis y col. (4) 
 
5.4 Marco Legal 
 
Todos los procedimientos para el manejo de los animales fueron desarrollados de 
acuerdo a la guía Committee on Care and Use of Laboratory Animals, U.S.A, 
cumpliendo con la reglamentación colombiana para la investigación biomédica 
Resolución 8430/1993 del Ministerio de Salud y Ley 84/1989 de la República de 
Colombia. Los individuos de la estación son numerados, sexados, pesados y 
sometidos a un examen físico-clínico y mantenidos temporalmente en jaulas 
individuales, previo a cualquier procedimiento experimental. Son mantenidos en 
condiciones controladas de temperatura (25 a 30 grados centígrados) y humedad 
relativa (83%) similar a las presentadas en su ambiente natural. La dieta de los 
individuos está basada en el suministro de frutas típicas de la región amazónica 
(base de la dieta natural de estos primates), hortalizas y un suplemento 
(GT)x  (GA)z‐mix (GA)y (GC)n
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nutricional que incluye vitaminas, minerales y proteínas. El enriquecimiento 
ambiental incluye barreras visuales para evitar conflictos sociales, dispositivos de 
alimentación, algunas ramas y vegetación, perchas y habitáculos. Cualquier 
procedimiento que requiera la manipulación de los animales es practicado por 
personal veterinario capacitado y de ser necesario se somete el animal a 
procedimientos de sedación y analgesia para reducir el estrés (42).  
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6. METODOLOGÍA  
 
6.1 Especímenes estudiados 
 
Los animales usados son primates de las especies Aotus nancymaae (25 
individuos adultos) y Aotus vociferans (23 individuos adultos), provenientes de la 
estación de primates de la FIDIC en Leticia, Amazonas, Colombia. Estos primates 
son mantenidos de acuerdo con las normas del Ministerio de Salud de Colombia 
(Ley 84/1989) y del Instituto Nacional de Salud para cuidado animal, bajo la 
vigilancia semanal de CORPOAMAZONIA (Resoluciones 1966 de 2006 y 0028 de 
2010). Todos los procedimientos fueron aprobados y supervisados por el Comité 
de Ética en Investigaciones en Salud y el Comité de Ética de la Estación de 
Primates de la FIDIC. 
 
6.2 Muestras 
 
Para la obtención de ADN genómico y ARN total se extrajeron 3 mL de sangre 
periférica en tubos con EDTA (anticoagulante).  
 
6.3 Extracción de ADN  
 
El ADN genómico de cada primate se aisló a partir de 300 µL de las muestras de 
sangre periférica empleando el kit UltraClean® DNA Blood Isolation de MOBIO 
(Carlsbad, CA, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, se 
adicionó directamente 900µL de buffer de lisis a 300µL de sangre, se mezcló e 
incubó por 5 minutos a temperatura ambiente. Luego, las mezclas se 
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centrifugaron por 30 segundos a 13.000g. Los sobrenadantes se descartaron y se 
obtuvo un sedimento de ácidos nucleicos y mitocondrias, el cual fue resuspendido 
en una solución detergente para provocar la lisis nuclear. Se adicionó una 
solución de sales y RNasa A para remover las proteínas y el ARN, centrifugando 
luego por 3 minutos a 13.000g. Los sobrenadantes se recuperaron en tubos 
nuevos, a los cuales se les adicionó isopropanol al 100% para precipitar el ADN. 
Se mezclaron por inversión y luego se centrifugaron a 13.000g por 1 min y se les 
realizó un lavado con etanol al 70%. El ADN fue resuspendido por incubación 
durante 40 minutos a 65˚C en 100µL de buffer de hidratación que contenía Tris-
HCl. Todo el procedimiento se realizó a temperatura ambiente. La integridad del 
ADN se comprobó mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1%, teñido con 
SYBR® Safe (Invitrogen) para ser visualizado con luz U.V. a una longitud de onda 
entre 470–530 nm. La concentración se calculó en un NanoDrop 2000 (Thermo 
SCIENTIFIC) y el ADN genómico obtenido fue almacenado a -20˚C para los 
ensayos posteriores. 
 
6.4 Extracción de ARN  
 
A partir de 2 mL de sangre periférica en EDTA diluida en una proporción 1:1 con 
PBS, se aislaron células mononucleares usando el gradiente de densidad Ficoll-
Hypaque (Lymphocyte Separation Media, ICN Biomedicals, CA, USA), 
centrifugando a 400g por 30 minutos, según las recomendaciones del fabricante. 
Después de la centrifugación, se obtuvo la migración diferencial y la formación de 
varias capas de células, encontrándose las células mononucleares en la fase 
intermedia del gradiente. Luego, los linfocitos se recuperaron por aspiración y se 
realizaron dos lavados adicionales con PBS a 260g por 10 minutos, para eliminar 
contaminantes como plaquetas. Los linfocitos recuperados fueron homogenizados 
inmediatamente con el reactivo TRIzol® (Life Technologies, NY, USA) para aislar 
el ARN total y mantener su integridad. A partir de este procedimiento todos los 
pasos de centrifugación se realizaron a temperatura de refrigeración, entre 4 a 
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8˚C. A la solución de TRIzol® se le adicionó cloroformo y se centrifugó a 12000g 
por 15 min, para separar la mezcla en una fase acuosa y una fase orgánica. En la 
fase acuosa permanece el ARN, esta fase fue transferida a un tubo nuevo y el 
ARN se recuperó por precipitación con alcohol isopropílico. Se realizó un lavado 
con etanol al 75%, se centrifugó a 7500g por 5 min, se resuspendió por 
incubación a 55˚C por 10 min en agua destilada libre de RNasa y fue almacenado 
a -70˚C hasta su uso. Posteriormente, el ADNc fue sintetizado con el kit 
SuperScript™III First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Life Technologies, 
NY, USA), usando como cebador el Oligo(dT)20 (Invitrogen™, NY, USA), de 
acuerdo a las instrucciones del fabricante. La enzima SuperScript™III es una 
versión de la transcriptasa reversa M-MLV RT, diseñada para reducir la actividad 
de la RNasa H y dar mayor estabilidad térmica durante la reacción. Este ADNc 
fue usado como plantilla para amplificar el transcrito completo del CMHII-DRB. 
 
6.5 Caracterización de especies de Aotus 
 
Para determinar la especie a la cual pertenecen los primates del estudio, se 
utilizaron las secuencias del gen mitocondrial citocromo c oxidasa subunidad II 
(mtCOII) según la metodología usada por Ashley & Vaughn (27). La amplificación 
del gen se hizo mediante la técnica de PCR, con una Taq Polimerasa de Alta 
Fidelidad y con los cebadores COII-Asp 5’-ACCATTCATAACTTTGTCAA-3’ y 
COII-Lys 5’-CTCTTAATCTTTAACTTAAAAG-3’. La reacción contenía 2,5 µL de 
buffer de la enzima, 1 µL de MgCl2 [50 mM], 0,5 µL de dNTPs [25 mM], 2,5 µL de 
cada primer [5µM], 0,5 µL de enzima ACCUZYMETM DNA polimerasa (BIOLINE, 
USA) y 10–40 ng de ADN genómico como plantilla en un volumen final de 25 µL. 
Las condiciones de amplificación fueron: un ciclo de 95oC por 5 min, 35 ciclos a 
95oC por 1 min, 55oC por 1 min, 72oC por 1 min, y una extensión final a 72oC por 
5 min. Se realizaron dos reacciones de PCR independientes y los productos 
amplificados se purificaron con el kit comercial Wizard® SV gel and PCR clean-up 
system (Promega, Madison, WI, USA), y se enviaron a secuenciar   
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con los cebadores específicos para mtCOII con el método BigDye™ Terminator 
(MACROGEN, Seúl, Corea de Sur). Las secuencias obtenidas se analizaron 
construyendo árboles filogenéticos con los métodos descritos en el numeral 6.8 y 
se compararon con secuencias previamente descritas en bases de datos para 
mtCOII de primates. 
 
6.6 Diseño de Cebadores 
 
Se emplearon secuencias genómicas completas del gen CMH-DRB disponibles 
de primates (Catarrhini, Platyrrhini y Hominoidea) (Anexo 3), a partir de las cuales 
se generaron alineamientos para seleccionar las regiones que servirían para 
diseñar los cebadores y así amplificar por PCR los genes CMH-DRB en el exón 2 
y en la región del intrón 2. Para el diseño de los cebadores, se utilizó el programa 
Netprimer (43). 
 
Se siguieron dos enfoques, para poder obtener los amplicones de las dos 
especies de Aotus incluidas en este estudio. Utilizando dos juegos de cebadores 
para la amplificación de las secuencias del exón 2 + intrón 2, de la siguiente 
forma: el primer juego incluía el cebador directo GEX2DRBf al final del intrón 1 y 
el reverso GEX2DRBr localizado 100pb corriente abajo del final del microsatélite; 
el segundo incluía el cebador directo F-DRBINT1-2 al final del intrón 1 y el 
reverso R-DRBINT2-2 situado 160pb corriente abajo del final del microsatélite 
(Figura 4). 
 
Dada la complejidad del genoma en primates, existe la posibilidad de que se 
presenten otros blancos para las parejas de cebadores usadas, teniendo como 
consecuencia la clonación de productos indeseados. Para controlar la 
secuenciación de los mismos, se diseñó un primer al final del exón 2 (PRExón2), 
que permitió realizar una PCR confirmatoria de colonia, usando como cebadores 
directos los empleados en la amplificación del ADNg (Figura 4).  
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5’-CCAAGGGCAGAAGCTGAGGAA-3’. La reacción se realizó con la mezcla de la 
enzima KAPA HiFiTM HotStart Readymix (Kapa Biosystems, Woburn, MA, USA) 
con 0,3 µM de cada uno de los cebadores y 10–40 ng de ADNc recién 
sintetizado, en un volumen final de 25 µL y con el siguiente enfoque dirigido a 
reducir los artefactos producidos durante la PCR. La reacción de PCR a 
saturación fue llevada a cabo en un termociclador PerkinElmer GeneAmp 9600, 
de acuerdo al siguiente perfil térmico: 95°C por 5 min, 35 ciclos a 98°C por 20 s, 
66°C/67°C por 15 s, 72°C por 30 s y una extensión final de 5 min a 72°C.  
 
Los productos amplificados fueron purificados usando el kit Wizard® SV Gel and 
PCR Clean-Up System (Promega, USA), y se implementó un protocolo para 
extensión de A para poder ligarlos dentro del vector pGem®-T Easy Vector 
Systems (Promega, Madison, WI, USA), según las recomendaciones del 
fabricante. La transformación se llevó a cabo en células competentes de 
Escherichia coli cepa JM109.  
 
Los clones fueron escogidos usando selección positiva con ampicilina y α-
complementación del gen lacZ. Por lo menos 10 clones de cada amplificación 
fueron confirmados por reacciones de PCR. El ADN plasmídico fue extraído 
mediante el uso del kit UltraClean® 6 Minute Mini Plasmid Prep Kit (MO BIO, 
USA). La secuenciación del ADN se realizó en ambas direcciones usando los 
cebadores T7 y SP6 con el método BigDye™ Terminator (MACROGEN, Seúl, 
Corea de Sur). Dos reacciones de PCR independientes fueron realizadas para 
cada primate.  
6.7.2 Amplificación, clonación y secuenciación del exón 2 + 
intrón 2 del gen CMH-DRB 
 
A partir de las muestras de ADNg de cada uno de los primates, se amplificó parte 
del exón 2 + intrón 2 del gen CMH-DRB con cualquiera de estos juegos de 
cebadores (A y B) ó (C y D):  
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A) Directo GEX2DRBf: 5’-GGTCAAGGTTCCCAGAGC-3’ y  
B) Reverso GEX2DRBr: 5’-CTCCAAGGATAAGAAGAAGCC-3’ ó 
C) Directo F-DRBINT1-2: 5’-TTCGTGTCCCCACAGCAC-3’ y  
D) Reverso R-DRBINT2-2: 5’-TAAACCCTCACCCCAGCC-3’.  
 
La reacción contenía 0,3 µM de cada uno de los cebadores, la enzima KAPA 
HiFiTM HotStart Readymix (Kapa Biosystems, Woburn, MA, USA) y 10–40 ng de 
ADN genómico en un volumen final de 25 µL. Se realizó con las siguientes 
condiciones: un ciclo de 95˚C por 5 min, 35 ciclos a 98˚C por 20 s, 57/66˚C (para 
el juego de cebadores 1 o 2, respectivamente) por 15 s, 72˚C por 30 s y la 
extensión final a 72˚C por 5 min. La purificación de los productos de PCR, 
ligación, transformación y secuenciación se realizaron como se describió 
anteriormente.  
 
Para confirmar los clones para enviar a secuenciar, se realizó una PCR con un 
juego de cebadores internos: Directo F-DRBINT1-2 y Reverso PRExon2 (5’-
TCGCCGCTGCACTGTGAAG-3’), la reacción contenía 1 µL de buffer de la 
enzima, 0,6 µL de MgCl2 [25 mM], 1,6 µL de dNTP’s [1,25 mM], 0,8 µL de cada 
primer [5µM], 0,12 µL de enzima GoTaq® Flexi DNA Polymerase (Promega) y 
10–40 ng de ADN de colonia en un volumen final de 10 µL. Las condiciones 
fueron: un ciclo de 95oC por 5 min, 35 ciclos a 95oC por 1 min, 60oC por 1 min, 
72oC por 1 min y la extensión final a 72oC por 5 min. 
 
6.8 Análisis de Secuencias 
 
Los electroferogramas tanto para mtCOII como para CMH-DRB fueron 
ensamblados usando el software CLC Main Workbench v.5 (CLC bio, Cambridge, 
MA, USA). Las secuencias del gen mtCOII amplificadas de los primates Aotus sp. 
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fueron comparadas con las secuencias reportadas de mtCOII para el género 
Aotus (números de acceso en el GenBank: AF352256, DQ321670, AF352257, 
HQ005474, HQ005473, HQ005472, DQ321663, U36846, HQ005486, HQ005485, 
AF352259, AF352260, HQ005483, DQ321665, DQ321666, DQ321669, 
DQ321661, JN161051, JN161051, DQ321659, JN161054, AF352255, U36848 y 
JF735191) (44). 
 
Las secuencias de los fragmentos del CMH-DRB exón 2 de cada uno de los 
monos fueron contrastadas con las secuencias reportadas de CMH-DRB para el 
género Aotus y otros primates (45) mientras que para el análisis de las 
secuencias de exón 2 + intrón 2 de los primates incluidos en el estudio, se 
construyó una base de datos con las secuencias reportadas de gen completo 
para humanos, Platyrrhini y Catarrhini (Anexo 3).  
 
El programa ClustalX v2.1 fue usado para alinear todas las secuencias de 
mtCOII, de CMH-DRB exón 2 y de exón 2 + intrón 2 (46). El software MEGA v5.2 
se empleó para la selección del mejor modelo de substitución nucleotídica usando 
el Criterio de Información Bayesiana (BIC), y los árbol filogenéticos fueron 
generados usando los métodos de mínima evolución, Neighbour Joining, 
Parsimonia y máxima verosimilitud. Para el soporte de los arboles obtenidos se 
usaron los métodos de bootstrap y el test de rama interior empleándose 
aleatorización sobre 1.000 réplicas de los alineamientos (47).  
 
El tipo de selección natural por posición se evaluó con el método de 
reconstrucción de estados ancestrales usando máxima verosimilitud, estimando el 
número de sustituciones sinónimas por sitio sinónimo (dS) y el número de 
sustituciones no sinónimas por sitio no sinónimo (dN). Los sitios (codones) 
seleccionados positiva o negativamente fueron identificados usando un modelo 
de Muse-Gaunt (48) de sustitución de codones y el modelo reversible de tiempo 
general (49) de sustitución de nucleótidos. El análisis involucró las 34 secuencias 
de nucleótidos del CMH-DRB obtenidas en el estudio, con un total de 264 
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posiciones en el conjunto final de datos (exón 2). Para este análisis se utilizó el 
programa MEGA v5.2 (47). 
 
La prueba de neutralidad basada en codones se realizó con el método de Nei-
Gojobori (50) para demostrar la probabilidad de rechazar la hipótesis nula 
(dN=dS), la cual se evidencia con un valor p<0,05 usando para su validación 
1.000 réplicas de bootstrap. El análisis involucró las 34 secuencias de nucleótidos 
del CMH-DRB obtenidas en el estudio, con un total de 88 posiciones en el 
conjunto final de datos (codones del exón 2 considerados). Para este análisis se 
utilizó el programa MEGA v5.2 (47). 
 
La determinación de la ocurrencia de eventos de recombinación en las 
secuencias obtenidas en el presente estudio se realizó usando el algoritmo GARD 
(51, 52), basado en un algoritmo genético que busca sobre el alineamiento sitios 
de rupturas usando una aproximación de máxima verosimilitud, identificando las 
secuencias recombinantes; el programa está implementado en el servidor de 
DataMonkey (53).  
6.9 Asignación de Nombres según la Nomenclatura 
de los Genes del CMH-DRB 
 
Para ser consideradas como válidas, las secuencias obtenidas debían cumplir 
con alguno de los siguientes requisitos: haber sido encontradas en por los menos 
dos PCR independientes de un mismo individuo, o provenir de dos individuos 
diferentes (incluyendo en esta categoría las secuencias previamente reportadas). 
 
NOTA ACLARATORIA: La asignación de los alelos se encuentra en trámite, por 
lo que los nombres aquí asignados son tentativos. El proceso de asignación 
oficial requiere de la validación por parte del IMGT (45), según la nomenclatura 
reportada por de Groot y col. (54). 
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6.10 Análisis de Microsatélites 
 
Las secuencias que provenían de ADNg fueron editadas manualmente con el 
programa BioEdit Sequence Aligment Editor, para obtener el fragmento del intrón 
2 (55). El programa MSDB (Microsatellite Search and Building Database) fue 
usado para la identificación del microsatélite a partir de las secuencias genómicas 
del exón 2 + intrón 2 de todos los A. nancymaae (Aonas) y A. vociferans (Aovos) 
incluidos en este estudio (56). 
 
Este programa tiene dos modos de búsqueda: una perfecta, la cual busca 
microsatélites perfectos o puros, y la imperfecta para buscar todos los tipos de 
microsatélites. Los dos modos comparten el parámetro del número mínimo de 
repeticiones, el cual determina si la secuencia repetitiva detectada es un 
microsatélite individual. Adicionalmente, el modo imperfecto cuenta con un 
parámetro de distancia máxima (dMAX), el cual representa la máxima distancia 
permitida entre dos microsatélites adyacentes (56). Para la caracterización del 
microsatélite, se realizó la construcción de los descriptores del mismo usando 
como guía los resultados anteriores y realizando una edición manual. 
 
Dada la dificultad para alinear de forma inequívoca los sectores repetitivos, se 
usó como medida de comparación la compresibilidad. Se organizaron las 
secuencias como 100 repeticiones en tándem de las mismas, y se comprimieron 
en archivos separados usando el comando COMPRESS en Linux, que usa un 
algoritmo Lempel-Ziv adaptativo. El vector resultante con la cantidad de bytes 
para cada secuencia comprimida fue transformado en una matriz de distancia 
término a término usando de forma alternativa las métricas euclidean, maximum, 
y manhattan del paquete Distance Matrix Computation (dist) de R (57). Los 
clústeres jerárquicos fueron construidos con el paquete hclust de R (57), usando 
los métodos de aglomeración single y complete. 
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7.1 Caracterización de especies de Aotus analizadas 
 
Las secuencias de los genes mtCOII de los 47 monos estudiados fueron 
alineadas con las reportadas para este gen (descritas en metodología) con el fin 
de determinar la especie, dada la dificultad en la caracterización fenotípica de los 
Aotus cuello gris y cuello rojo. 
 
Un análisis filogenético se realizó con el test de máxima verosimilitud (ML), 
usando el modelo Hasegawa-Kishino-Yano (HKY), con corrección gamma y un 
bootstrap con 1.000 réplicas, para determinar inequívocamente las especies a las 
que pertenecían los primates incluidos en este estudio. Todas las secuencias de 
mtCOII obtenidas formaron claramente dos grupos, uno con las secuencias 
reportadas de COII para A. vociferans, designados con los números 41 a 64 y el 
otro asociado a las secuencias de A. nancymaae, designados con los números 47 
y 1A a 26A. Se usaron como grupos externos dos secuencias reportadas para el 
gen mtCOII de Saimiri sciureus y Cebus capucinus (Cebidae) (Figura 6). 
  
7.2 Amplificación, clonación y secuenciación del 
exón 2 del CMH-DRB 
 
Como se describió previamente en la metodología, se realizó la amplificación del 
exón 2 del CMH-DRB a partir de cada una de las 48 muestras de ADNc de A. 
vociferans y A. nancymaae, de los cuales se obtuvieron fragmentos 
correspondientes a los tamaños esperados entre ~880 pb y ~900 pb (Figura 7). 
Los productos purificados obtenidos tenían concentraciones entre 40-80 ng/µL en 
un volumen final de 20 µL, luego fueron ligados al vector y transformados en 
células competentes JM109. Se seleccionaron 15 colonias, a las cuales se les 
realizó PCR con cebadores internos específicos del inserto. De ellas, se 
seleccionaron en promedio 6 clones recombinantes y a cada uno se les realizó la 
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extracción de ADN plasmídico, se confirmaron por digestión con la enzima EcoRI 
y posteriormente fueron enviados a secuenciar.  
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7.4 Secuencias del gen DRB del CMH obtenidas 
 
Se obtuvieron un total de 289 secuencias del ADNg a partir de dos reacciones de 
PCR independientes y 28 de ellas fueron también aisladas a partir ADNc; se 
observaron de 1 a 5 secuencias distintas por animal (Tabla 1). De las 34 
secuencias de nucleótidos aquí descritas, se reportaron 2 secuencias 
pertenecientes a dos linajes nuevos de A. nancymaae y 7 secuencias 
pertenecientes a cinco linajes nuevos de A. vociferans; 11 secuencias nuevas 
para linajes reportados anteriormente de A. vociferans y 6 para linajes de A. 
nancymaae y finalmente, 8 secuencias ya reportadas para linajes de A. 
nancymaae. Todas las secuencias de nucleótidos fueron enviadas a la base 
datos GenBank donde les fueron asignados números de acceso a cada una 
(Tabla 1).  
7.5 Análisis de Secuencias 
 
Los alineamientos fueron realizados con el programa ClustalX v2.1 (46). Luego de 
la edición de las secuencias correspondientes a exón2 y a las de exón 2 + intrón 
2 del gen CMH-DR, las secuencias resultantes se compararon con las secuencias 
de Aotus y otros primates disponibles, reportadas en estudios previos por Suárez 
y col. y Niño y col. (12, 35), utilizando los métodos de análisis evolutivos descritos 
en la metodología. 
 
7.5.1 Estudio filogenético molecular del exón 2 del CMH-DRB 
en el contexto de los primates 
 
Con el fin de asignar las 34 secuencias obtenidas en el presente trabajo a los 
linajes alélicos del CMH-DRB previamente descritos para primates, se realizó un 
estudio filogenético molecular incluyendo secuencias representativas del exón 2 
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Tabla 1 LINAJES DESCRITOS PARA A. nancymaae y A. vociferans. Linajes encontrados a 
partir de las secuencias de exón 2 e intrón 2 para los Aotus muestreados en este estudio. En 
negrita se resaltan las muestras con clones confirmados por ADNc y ADNg y subrayados están 
los clones con secuencias descritas anteriormente. 
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 del CMH-DRB de primates (392), incluyendo las secuencias previamente 
reportadas para Aotus y las representativas de prosimios (Strepsirrhini), monos 
del nuevo mundo (Platyrrhini), monos del viejo mundo y simios (Catarrhini) (45), 
aplicando los algoritmos de Parsimonia, Neighbour Joining, mínima evolución y 
máxima verosimilitud, todos validados con bootstrap con 1.000 réplicas; además, 
para Neighbour Joining y mínima evolución, con el test de rama interior con 1.000 
réplicas aleatorias.  
 
En las figuras 10 y 11 se muestra el árbol con el logaritmo de mayor probabilidad 
(-38023,7959), utilizando los algoritmos de Neighbour Joining y BioNJ para 
estimar una matriz de distancias de pares de bases con el enfoque de máxima 
verosimilitud compuesta. Una distribución gamma discreta se empleó para 
diferenciar la tasa de evolución. El análisis incluyó todas las posiciones del exón 2 
del CMH-DRB, con un total de 426 secuencias y 268 posiciones en el conjunto 
final de datos. Para este análisis, se utilizó el programa MEGA v5.2. A partir de 
estos resultados, se asignaron las secuencias a los linajes descritos en este 
estudio (Tabla 1). 
 
Se pueden delimitar un total de 33 grupos de secuencias, con un soporte de 
bootstrap bajo en la mayoría de casos (considerándose no significativo si es 
menor al 70%), pero mejor soportados tanto con el análisis de mínima evolución y 
Neighbour Joining, usando una distancia de máxima verosimilitud compuesta con 
distribución gamma y un test de rama interna con 1.000 réplicas (los círculos rojos 
indican un soporte de 90% o superior). Con base en las distancias de los nodos 
basales, estos 33 grupos pueden agruparse a su vez en 5 conjuntos (Figura 10, 
en corchetes, A – E). Cada conjunto es mostrado en paneles distintos en la figura 
11 A – E. 
 
Las secuencias del CMH-DRB de Aotus se distribuyen en 8 grupos de secuencias 
(Fig. 10). En 2 de ellos es el único primate del nuevo mundo en el grupo; en el 
grupo 4, una de las secuencias encontradas en el presente estudio se relaciona 
49
  IDENTIFICACIÓN DE UN MARCADOR GENÉTICO PARA LA GENOTIPIFICACIÓN DEL CMH‐DRB EN Aotus sp.  
 
con secuencias de Macaca de los linajes DRB*W25, constituyéndose en un linaje 
alélico no observado previamente, al que se le asignó el código de DRB*W48 
(Fig. 11 A). El grupo 24 está constituido casi exclusivamente por secuencias de 
Aotus, divididas en los linajes DRB3*06 y DRB1*03GA y están relacionados con 
el linaje DRB*W62 de Macaca fuscata. En el presente estudio, se encontraron 
nuevas secuencias para cada uno de estos linajes, así como confirmación de 
secuencias previamente reportadas en estudios anteriores (Tabla 1). 
 
Tres grupos contienen tanto secuencias de Aotus como de otros monos del nuevo 
mundo. En el grupo 8, el linaje DRB*W45 de Aotus está relacionado con la 
secuencia de Callicebus moloch Camo-DRB3*0601, que en conjunto se 
relacionan con el linaje CMH-DRB*6 de Catarrhini y Strepsirrhini. De forma 
notable, las secuencias de prosimios (Galago senegalensis y Microcebus 
murinus) del CMH-DRB usadas están más estrechamente relacionadas con las 
secuencias de Catarrhini de DRB6 (en un grupo bien soportado), que con las de 
Platyrrhini. En el presente estudio se reporta una nueva secuencia (Aovo-
DRB*W4501) para este linaje, perteneciente a una especie distinta para la 
secuencia previamente reportada (A. nancymaae), constituyéndose entonces, en 
un grupo trans-específico. El grupo 13 está conformado por los linajes de Aotus 
DRB*W38, DRB*W43, DRB*W44 y DRB1*03 GB (para el cual se reporta la 
secuencia ya previamente caracterizada para exón 2, Aona-DRB1*0320), y la 
secuencia de Cebus apella Ceap-DRB*W1301 (Tabla 1, Figura 11 B). El grupo 23 
está conformado por el linaje DRB*W18 de Aotus, junto al DRB3 (*07 y *05) de 
Platyrrhini (Saguinus, Pithecia y Callicebus), DRB*W51 y *W48 de 
Cercopithecoidea (Macaca y Papio) y 4 secuencias de Otolemur galago 
asociadas con un fuerte soporte a las secuencias de DRB3*05 de Platyrrhini. Se 
reportan 5 secuencias de Aotus para el linaje DRB*W18 en el presente estudio, 
observándose presencia de este linaje en A. vociferans (Tabla 1, Figura 11 D).  
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Tres de los grupos son Aotus-específicos: grupo 10, conformado por los linajes 
DRB*W29, DRB*W42, DRB*W30, DBR*W28, DRB*W31, DRB*W32 y DRB*W34. 
El grupo 11 está conformado por los linajes DRB*W13 y DRB1*03GC, y el grupo 
12 está conformado por secuencias del linaje DRB*W47 (Tabla 1, Figura 11 B). 
 
7.5.2 Estudio filogenético molecular del Exón 2 del CMH-DRB 
en el contexto del genero Aotus 
 
Adicionalmente a las 34 reportadas en este estudio, 168 secuencias reportadas 
previamente del exón 2 del CMH-DRB de Aotus (obtenidas de la base de datos 
IMGT (45)), fueron usadas en el análisis filogenético molecular, aplicando los 
algoritmos de Parsimonia, Neighbour Joining, mínima evolución y máxima 
verosimilitud, todos validados con bootstrap con 1.000 réplicas, y para Neighbour 
Joining y mínima evolución, adicionalmente, con el test de rama interior con 1.000 
réplicas. En las Figura 12, se muestra el árbol con el logaritmo de máxima 
verosimilitud (-25082.2461) usando un modelo general de tiempo reversible, se 
usaron los algoritmos de Neighbor-Joining y BioNJ para estimar una matriz de 
distancias de pares de bases con el enfoque de máxima verosimilitud compuesta. 
Una distribución gamma discreta se empleó para modelar la tasa de evolución ((5 
categorías (parámetro +G, = 0,3371). El análisis incluyó todas las posiciones del 
exón 2 del CMH-DRB, con un total de 202 secuencias y 268 posiciones en el 
conjunto final de datos. Para este análisis se utilizó el programa MEGA v5.2. 
 
Los resultados obtenidos muestran la existencia de los grupos antes descritos, 
con soportes significativos para todos o algunos de los algoritmos usados y 
métodos de validación, sin embargo, las relaciones entre tales grupos resultan 
tener un soporte bajo, independientemente del método de inferencia filogenética 
usada y de la validación estadística (Figura 12). 
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Los grupos observados corresponden en su mayoría a los previamente 
reportados por Suárez y col. (12), resaltándose la existencia de siete grupos 
nuevos, determinados a partir de la similitud comparada con los linajes existentes, 
tanto en el exón 2, como en la secuencia parcial del intrón 2. La mayoría de los 
mismos han sido confirmados a nivel de secuencia genómica y de ADNc (Tabla 
1).  
 
Dos linajes nuevos fueron observados para A. nancymaae: Aona-DRB*W14, 
Aona-DRB*W32, y 5 linajes para A. vociferans: Aovo-DRB*W28, Aovo-DRB*W31, 
Aovo-DRB*W32, Aovo-DRB*W34 y Aovo-DRB*W48. Además, se observan 
secuencias nuevas pertenecientes a los linajes Aovo-DRB*W18, Aovo-DRB*W29, 
Aovo-DRB*W30, Aovo-DRB*W45, Aovo-DRB1*03GA, Aovo-DRB3*06, y a los 
linajes Aona-DRB*W18, Aona-DRB*W30, Aona-DRB1*03GA, Aona-DRB3*06, 
descritos anteriormente por Niño y col., y Suarez y col. (12, 35). También se 
encontraron secuencias reportadas previamente para los linajes de Aona-
DRB*W18, Aona-DRB*W29, Aona-DRB1*03GB y Aona-DRB3*06 (Tabla 1).  
 
La distribución de los linajes descritos en este estudio muestra que, si bien A. 
nancymaae y A. vociferans comparten secuencias en los linajes DRB*W18, 
DRB*W29, DRB*W30/*W32, DRB1*03 y DRB3*06, existen linajes característicos 
para cada una de las especies incluidas en este estudio, así, basándose en la 
muestra estudiada, A nancymaae muestra secuencias de forma específica en los 
linajes DRB1*03GB, DRB*W14, mientras que A. vociferans las muestra en los 
linajes DRB*W28, DRB*W31, DRB*W34, DRB*W45 y DRB*W48. El resto de los 
linajes de Aotus se muestran trans-específicos. 
 
 
Figura 11 ANÁLISIS FILOGENÉTICO DEL CMH-DRB PARA EL EXÓN 2 DE 
PRIMATES (Hominoidea, Cercopithecoidea, Platyrrhini y Strepsirrhini). Se muestran 
en detalle los conjuntos delimitados de la figura 10. Máxima verosimilitud GTR G+I y 
1000 réplicas de bootstrap. 
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7.5.3 Estudio filogenético molecular del Exón 2 + Intrón 2 
(parcial) del CMH-DRB en el contexto del orden 
primates 
 
Para el análisis comparativo de las 34 secuencias del exón 2 + intrón 2  (parcial) 
del gen del CMH-DRB de A. nancymaae y A. vociferans en el contexto de los 
primates, se realizó una selección de las secuencias relacionadas a partir de 
reportes previos de tipificación del sector estudiado (6, 31) y la búsqueda en los 
genomas completos o en curso de primates disponibles usando el algoritmo 
BLAST (58). Como resultado final se incluyeron 98 secuencias de primates, 
incluyendo representativas de los distintos linajes humanos (Anexo 3). Las 
secuencias fueron alineadas usando el programa ClustalX v2.1 (46), para luego 
ser editadas manualmente (especialmente en el sector repetitivo).  
 
Para su análisis, el sector del CMH-DRB se dividió en las siguientes particiones: 
1) intrón 1, posiciones 1-15, (15 sitios), 2) exón 2, posiciones 16-286, (271 sitios), 
3) intrón 2A (no repetitivo), posiciones 287-337 (51 sitios), 4) intrón 2R (sector 
repetitivo), posiciones 338-1.213 (876 sitios), 5) intrón 2B (no repetitivo), 
posiciones 1.214-1.506 (293 sitios). (Figura 4). 
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Figura 12 ANÁLISIS FILOGENÉTICO MOLECULAR DEL CMH-DRB PARA EL EXÓN 2 
DE Aotus. Máxima verosimilitud y 1000 réplicas bootstrap.  
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No fue posible lograr un alineamiento satisfactorio para la zona repetitiva del 
intrón 2 (por lo que no es considerado en el análisis filogenético), sin embargo, los 
sectores no repetitivos del intrón 2 (A y B) presentan un notable grado de 
identidad (90 ± 0,8 % para todos los primates), siendo del 94,1 ± 0,7 % para los 
primates del nuevo mundo y de 90,2 ± 0,7 % para los primates del viejo mundo. 
Este grado de conservación es incluso superior al observado para el exón 2, cuya 
identidad promedio para los primates estudiados es del 87,3 ± 0,1 % (con valores 
similares para primates del Viejo Mundo y Nuevo Mundo). La región repetitiva del 
intrón 2 presenta una notable variación en longitud entre los distintos primates 
analizados, sin embargo, es constante la presencia de un motivo central de (GA)y, 
siendo muy idiosincrático de cada linaje alélico analizado. La repetición varía 
entre 0pb y 849pb. Las secuencias obtenidas del genoma de C. jacchus son 
ilustrativas al respecto: mientras Caja-DRB*04 solo tiene 3 bases en el sector 
repetitivo, Caja-DRB*05 tiene 849 pb. 
 
Se realizaron 3 análisis filogenéticos moleculares sobre las secuencias 
seleccionadas, utilizando la secuencia del exón 2 junto a la de los sectores no 
repetitivos del intrón 2, otro empleando solamente el exón 2, y finalmente uno 
usando únicamente los sectores no repetitivos del intrón 2. Se utilizaron los 
algoritmos de Parsimonia, Neighbour Joining, mínima evolución y máxima 
verosimilitud, todos validados con bootstrap con 1.000 réplicas, y para Neighbour 
Joining y mínima evolución, adicionalmente con el test de rama interior con 1.000 
réplicas, usando para todo lo anterior el programa MEGA 5.2 (47). Los resultados 
obtenidos por todos los métodos usados resultaron ser equivalentes. 
 
En la figura 13 se muestra el análisis de máxima verosimilitud para el exón 2 + los 
sectores no repetitivos del intrón (intrón 2A y 2B) (log likelihood -12158.3726), 
usando un modelo general de tiempo reversible, para modelar diferencias en las 
tasas evolutivas entre sitios, se usó una distribución discreta Gamma (5 
categorías (parámetro +G = 0,6547)). En el análisis se incluyeron 132 secuencias 
y 615 sitios. El resultado muestra una clara y bien soportada división entre 
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Platyrrhini y Catarrhini, con una delimitación clara y soportada de los linajes 
alélicos considerados. Las secuencias de Aotus se presentan en grupos bien 
soportados, formando en su mayoría grupos género-específicos, mientras que en 
Callitrichidae (Callithrix, Saguinus, Callicebus), la mayoría de secuencias se 
asocia en un grupo único bien soportado. En Catarrhini, se observa la ocurrencia 
de grupos en su mayoría bien soportados, siendo principalmente grupos 
exclusivamente de Anthropoidea (Homo, Pan, Gorilla) o de Cercopithecoidea 
(Macaca, Chlorocebus) con pocos casos en donde ocurran ambos grupos de 
forma simultánea. 
 
En la figura 14 se muestra el análisis de máxima verosimilitud para el exón 2 (log 
likelihood - 6499.1346), usando un modelo Kimura-2 parámetros, para modelar 
diferencias en las tasas evolutivas entre sitios, se usó una distribución discreta 
Gamma (5 categorías (parámetro +G, = 0,5550)). En el análisis se incluyeron 132 
secuencias y 271 sitios. Como ya había sido mostrado en la sección 7.5.1, y en 
contraste al resultado anterior, existen secuencias de Catarrhini y Platyrrhini 
asociadas, presentándose una mezcla de alelos de ambos tipos de primates en 
varios grupos: 
 
 Aotus-DRB1*03GA – Aotus-DRB3 – Catarrhini-DRB3 
 Aotus-DRB*W18 – Camo-DRB3 -Saoe-DRB3 – Mamu-DRB1*03,DRB*W2 
 Aotus-DRB*W45, W48 – HLA-DRB5, DRB1*16, 1*07 – Mamu-DRB1*04 
 
Existen también más grupos conformados a la vez por secuencias de Hominoidea 
y Cercopithecoidea, en comparación con el resultado de exón 2 + intrón 2 (A y B). 
Para los monos del Nuevo Mundo esto no ocurre, los Callitrichidae mantienen su 
identidad en un nodo bien soportado, mientras que la secuencia de Cebus se 
asocia con uno de los grupos de secuencias conformados por secuencias de 
Aotus.  
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En la figura 15 se muestra el análisis de máxima verosimilitud para los sectores 
no repetitivos del intrón 2 (intrón 2A y 2B) (log likelihood -5135.2079), usando un 
modelo general de tiempo reversible, para modelar diferencias en las tasas 
evolutivas entre sitios, se usó una distribución discreta Gamma (5 categorías 
(parámetro +G, = 1,2072)). En el análisis se incluyeron 132 secuencias y 359 
sitios. El resultado para este sector es similar al observado para el conjunto de 
exón 2 + intrón 2 (A y B) (figura 13), con una clara y soportada división de las 
secuencias de Platyrrhini y Catarrhini, así como también ocurre la división entre 
Cercopithecoidea y Hominoidea, con pocos clusters en donde concurran 
secuencias de ambos tipos de primates. En Platyrrhini predomina una disposición 
género-especifica. Las secuencias de Aotus se configuran en tres grupos. 
Callitrichidae conforma múltiples clusters relacionados con un grupo bien 
soportado de secuencias de Aotus (DRB1*03GB, DRB1*03GA, DRB3*06 y 
DRB*W48).  
7.5.4 Estudio filogenético molecular del Exón 2 + Intrón 2 
(parcial) del CMH-DRB en el contexto del género Aotus 
 
Para el análisis de las 34 secuencias aquí reportadas, el sector amplificado del 
CMH-DRB se dividió en las siguientes particiones: 1) intrón 1, posiciones 1-15, 
(15 sitios), 2) exón 2, posiciones 16-285, (270 sitios), 3) intrón 2A (no repetitivo), 
posiciones 286-325 (40 sitios), 4) intrón 2R (sector repetitivo), posiciones 326-
1.110 (785 sitios), 5) intrón 2B (no repetitivo), posiciones 1.111-1.378 (268 sitios) 
(Figura 4). Las secuencias fueron alineadas usando el programa ClustalX v2.1 
(46), para luego ser editadas manualmente (especialmente en el sector 
repetitivo). 
 
Al igual que en el apartado anterior, no fue posible lograr un alineamiento 
satisfactorio para la zona repetitiva del intrón 2, observándose también una mayor 
conservación de la zonas no repetitivas del intrón 2 (95 ± 1 % de identidad) con 
respecto al exón 2 (91 ± 1 % de identidad). El sector repetitivo muestra una 
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substancial variación en su tamaño, en un intervalo que comprende desde los 83 
pb (Aovo-DRB*W4801) a 761 pb (Aona-DRB1*0329GA). 
 
 
 
 
 
Figura 13 ANÁLISIS CMH-DRB-EXÓN 2 + INTRÓN 2 (A y B) EN PRIMATES  
Máxima verosimilitud.  
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Figura 14 ANÁLISIS CMH-DRB-Exón 2 EN PRIMATES 
Máxima verosimilitud. 
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Figura 15 ANÁLISIS CMH-DRB-Intrón 2 (A y B) EN PRIMATES 
Máxima verosimilitud. 
 
Se realizaron 3 análisis filogenéticos moleculares sobre las secuencias 
seleccionadas, usando las mismas particiones que en el apartado anterior y la 
misma aproximación metodológica. Los resultados obtenidos por todos los 
métodos usados resultaron ser equivalentes. 
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En el caso del análisis del sector del Exón 2 + Intrón 2A y B (Figura 16), las 
relaciones entre grupos cambian con respecto a lo observado para el mismo 
sector en el análisis anterior (Figura 13). En cada una de las particiones 
analizadas (Exón 2 + Intrón 2A y B, Exón 2, Intrón 2), los grupos encontrados 
están bien soportados, sin embargo, se observan diferencias entre los 
agrupamientos entre los distintos sectores, siendo la mayoría de relaciones entre 
estos linajes, al igual que en el caso anterior, no soportadas.  
 
Cuando se comparan estos resultados con los obtenidos a partir del Exón 2 
(Figura 17) y el Intrón 2 (A y B) (Figura 18), muestran importantes diferencias 
entre los patrones de los grupos que se conforman. Así, si bien se mantiene la 
identidad de la mayoría de grupos a nivel de los sectores no repetitivos del intrón 
2 comparados con los observados en el exón 2, algunos se fusionan, como en los 
casos de DRB3*06 - DRB1*03GA, DRB*W45 - DRB*W31 y DRB*W14 - 
DRB*W29, cambiando sus relaciones para cada una de las particiones. Sin 
embargo, la diferenciación de los distintos linajes está bien soportada, e incluso la 
asociación entre algunos linajes, como por ejemplo DRB3*06 - DRB1*03GA, 
DRB*W30 – DRB*W31 es muy clara, manteniéndose para los distintos conjuntos 
de datos y métodos analizados (Figura 11 B y D, Figuras 12–18). 
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Figura 16 CMH-DRB-Exón 2 + Intrón 2 (A y B) DE Aotus 
Máxima verosimilitud. 
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Figura 17 CMH-DRB-Exón 2 DE Aotus 
Máxima verosimilitud. 
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Figura 18 CMH-DRB-Intrón 2 (A y B) DE Aotus 
Máxima verosimilitud. 
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7.5.5 Presión selectiva en el Exón 2 del CMH-DRB de Aotus 
 
Los dos tipos de análisis, tanto el de la prueba de selección por posición (Tabla 
2), como la prueba de neutralidad basada en codones (Tabla 3), detectaron la 
presencia de selección natural en el exón 2. 
 
En el caso de la selección natural por sitio, se observó una presión de selección 
positiva (diversificante, dado que dN > dS de forma significativa) en los codones 
10, 12, 73 y 85, todos involucrados en la conformación de las zonas de unión del 
péptido (pockets) (59). 
 
 
 
 
Tabla 2 ANÁLISIS DE SELECCIÓN NATURAL CODÓN POR CODÓN  
 
El test de neutralidad por codón entre secuencias (Tabla 3), muestra una 
consistente acumulación de mutaciones no sinónimas (selección positiva) entre 
las secuencias comparadas (en rojo en la diagonal superior), mientras que muy 
pocas mostraron una acumulación de mutaciones sinónimas (selección negativa, 
en negro). Solamente se encontraron diferencias significativas para la selección 
positiva (valores P menores a 0,05, en la diagonal inferior) entre secuencias de 
los linajes DRB*W32 – DRB* 31, DRB*W32 – DRB*45, DRB*W32 – DRB*W29, 
DRB*W32 – DRB1*01 GA y GB, DRB*W32 – DRB3*06, DRB*W32 – DRB*W18, 
DRB*W32 – DRB*W34, DRB*W32 – DRB*W30, DRB*W31 – DRB*W30, 
DRB*W31 – DRB3*06, DRB*W45 – DRB*W29, DRB*W45 – DRB1*03 GA, 
DRB*W45 – DRB*W34, DRB*W28 – DRB*W29, DRB*W28 – DRB*W29, 
DRB*W28 – DRB1*03 GA, DRB*W28 – DRB3*06, DRB*W29 – DRB1*03 GA, 
DRB*W29 – DRB3*06, DRB*W30 – DRB1*03 GA y GB, DRB*W30 – DRB3*06,  
Codon Syn (s) Nonsyn (n) Syn sites (S) Nonsyn sites (N) dS dN dN-dS P-value Pockets
10 0 13 0.9707 2.0293 0 6.4063 6.4063 0.0062 P9 (Vecino)
12 0 14 0.7954 2.1448 0 6.5275 6.5275 0.0121 P6
73 0 9 0.9867 1.854 0 4.8545 4.8545 0.0215 P4
85 0 14 0.9307 2.0674 0 6.7717 6.7717 0.0055 P1
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Tabla 3 TEST DE 
NEUTRALIDAD POR 
CODÓN ENTRE 
SECUENCIAS.  
A un valor de p < 0,05 
se rechaza la hipótesis 
de neutralidad (dN=dS) 
 
 
 
02-Aovo-DRB*W3201
03-Aona-DRB*W3201
04-Aovo-DRB*W3101
04-Aovo-DRB*W3102
05-Aovo-DRB*W3202
06-Aovo-DRB*W3001
07-Aovo-DRB*W4501
08-Aovo-DRB*W4801
09-Aovo-DRB*W2801
10-Aovo-DRB*W2901
11-Aona-DRB*W2905
12-Aona-DRB*W2908
13-Aona-DRB*W3002
14-Aona-DRB1*0320GB
15-Aona-DRB*W1401
16-Aona-DRB3*0619
16-Aona-DRB3*0630
17-Aona-DRB3*0617
18-Aona-DRB3*0631
19-Aona-DRB3*0615
20-AonaGDRB3*0632
21-Aona-DRB1*0328GA
21-Aona-DRB1*0329GA
23-Aovo-DRB1*0306GA
24-Aovo-DRB1*0307GA
25-Aovo-DRB1*0308GA
26-Aovo-DRB1*0305GA
27-Aona-DRB*W180502
28-Aona-DRB*W1806
29-Aovo-DRB*W1801
30-Aovo-DRB*W1802
31-Aovo-DRB*W1803
32-Aovo-DRB*W3401
37-Aovo-DRB3*0601
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DRB*W34 – DRB3*06, DRB*W34 – DRB1*03 GA y DRB3*06 - DRB1*03 GA. 
Dentro de los linajes, se observa selección positiva en DRB*W32. 
 
Los resultados obtenidos son concordantes con las tendencias ya observadas en 
estudios anteriores (12, 60, 61).  
7.5.6 Recombinación en el Exón 2-Intrón 2 (parcial) del CMH-
DRB de Aotus 
 
Para el análisis de recombinación, se usó la partición del sector estudiado 
descrita en la sección 7.5.4, y se consideró el segmento completo. Con la 
aproximación empleada, no se encontraron evidencias significativas de 
recombinación en ninguno de los sectores considerados, ni en el total del 
segmento del CMH-DRB estudiado. 
 
7.6 Análisis del sector repetitivo del intrón 2 del DRB 
 
Para el análisis de motivos, las secuencias amplificadas (exón 2 + intrón 2 
(parcial)) fueron ingresadas al programa MSDB (56) para su caracterización, 
usando los siguientes parámetros: modo de búsqueda imperfecta, que consiste 
en el estudio de todos los motivos y repeticiones mínimas, considerando como 
repeticiones válidas a segmentos de 12 o más mononucleótidos y repeticiones de 
4 o más di-tri-tetra-penta-hexa nucleótidos. El motivo repetitivo principal hallado, 
en todos los casos, es (GA)y. 
 
La región determinada como STR corresponde al sector repetitivo del intrón 2 y 
de forma parcial al sector 2B, que muestra sectores de carácter repetitivo, pero 
que pueden ser alineados de forma no ambigua (Tabla 4).  
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Se observa que el microsatélite es característico para algunos linajes, 
diferenciándose claramente por longitud y estructura, formando 3 grupos que 
incluyen a las 34 secuencias descritas para las especies de Aotus incluidas en 
este estudio (Figura 19). El STR puede dividirse en 3 sectores, siendo semejantes 
el sector inicial y final en todas las secuencias, observándose mayor variabilidad 
(intra e inter linajes) en la región central del microsatélite. 
 
Para las secuencias de los linajes DRB1*03 y DRB3*06, el STR mantiene una 
estructura similar a lo largo del sector repetitivo, pero tiene diferencias en el 
número de repeticiones. En las secuencias pertenecientes al linaje DRB3*06 de 
A. nancymaae y A. vociferans, el microsatélite tiene una longitud entre 294 y 354 
pb, manteniendo una estructura muy similar en la parte inicial y final, con ligeras 
diferencias en las repeticiones hacia la parte central del mismo, observándose 
incluso secuencias idénticas en el STR, como Aona-DRB3*0619/*0615. Las 
secuencias del linaje de DRB1*03 no presentan un patrón específico del STR, 
con longitudes que varían de 274 a 462 pb. Sin embargo, se logran identificar dos 
grupos definidos, uno para las secuencias Aovo-DRB1*0305, 1*0308 y 
1*0307GA, y otro para las secuencias Aona-DRB1*0320GB, Aovo-DRB1*0329 y 
1*0328GA, con estructura y longitud similares entre ellos. Las secuencias de 
Aona-DRB1*0328GA y *0329GA tienen una distribución muy parecida, con 
diferencias mínimas en longitud al inicio del STR. Aovo-DRB1*0306GA presenta 
un STR con una estructura particular, pero manteniendo similitud con el linaje. El 
sector repetitivo de las secuencias Aona-DRB3*0607 y Aona-DRB3*0632 tiene un 
distribución similar en repeticiones y longitud con las secuencias del linaje 
DRB1*03. 
 
En el caso de las secuencias del linaje DRB*W18, el STR presenta un tamaño 
entre 144 y 160 pb, con una distribución similar en la composición y en el número 
de las repeticiones al inicio y al final del STR. En la parte central, cada secuencia 
varía de forma específica, en secuencia y número de repeticiones. 
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La secuencia Aovo-DRB*W4801 muestra un STR con una longitud de 66pb, 
siendo el de menor tamaño dentro de todas las secuencias. Éste mantiene una 
estructura similar en la parte inicial y final a los descritos en los otros linajes, con 
una región central relativamente corta (26 pb). 
 
En los linajes DRB*W14/ *W29/ *W28/ *W34/ *W32/ *W45/ *W30/ *W31, el 
microsatélite es similar, mostrando una longitud entre 68 y 156 pb, con una 
estructura similar al inicio y final del microsatélite. En este grupo, varias 
secuencias tienen STR prácticamente idénticos, como Aovo-DRB*W3101 y Aovo-
DRB*W3001 (con solo una repetición de diferencia), o idénticos, como Aona-
DRB*W1401, Aona-DRB*W2905 y Aona-DRB*W2908. Con respecto al grupo 
anterior, la secuencia Aovo-DRB*W2901 presenta una organización muy similar 
en el STR, con ligeras diferencias en la estructura y el número de repeticiones, 
dado que aunque pertenece al mismo linaje (W29), proviene de una especie 
distinta. La secuencia Aovo-DRB*W2801 es semejante al linaje DRB*W29, pero 
muestra diferencias en el número de repeticiones en la región central. En el linaje 
DRB*W32, las secuencias Aovo-DRB*W3202 y Aona-DRB*W3201 muestran una 
estructura del microsatélite similar entre sí, con pocas diferencias en el número de 
repeticiones en la región central. 
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CA(GA)2CT((GA)3,3CA)CT(GA)4CA(GA)3CTGAAAGACT(GA)4CA(GA)3CT(GA)3AAGACT((GA)4,3CT)(GA)3AACA((GA)2,3CT)(GA)3CAC
T(GA)3CT(GA)3CACAGATA(GA)2TT(GA)3CT(GA)4CACTGATA((GA)2,4,3CT) 
(GA)11AA
CT(GA)3G
CACTTG  2
74
 
Ao
vo
 
DR
B1
*0
30
6G
A 
CA(GA)4CT(GA)
4CC(GA)5CACA 
(GA)2CACT(GA)4CA(GA)6CT(GA)4CAGT((GA)3,3,2CT)(GA)4CACT(GA)4CAGAGG((GA)2,3CA)(GA)2AAGACT(GA)3CA(GA)3CT(GA)3 
TACACT(GA)4CA(GA)2CT(GA)3CAGG(GA)2CACT(GA)4CA(GA)3CTGAAAGACT(GA)4CA(GA)4CT((GA)5,3CT)(GA)3TACTTAGG(GA)2CT 
(GA)4CA(GA)3CT(GA)3AAGACTCT(GA)4CT(GA)3AACAGGGACT(GA)3CT(GA)3CACT(GA)3CT(GA)3CACAGATAGAAATT(GA)3CT(GA)3
CACTGATA ((GA)2,5,3CT)(GA)3CA(GA)2CT 
(GA)9AA
CT(GA)3G
CACTTG  3
36
 
Ao
vo
 
DR
B1
*0
30
7G
A 
CA(GA)4CT(GA)
4CC(GA)5CACA 
(GA)2CACT(GA)4CA(GA)6CT(GA)4CAGT((GA)3,3CT)(GA)4CT(GA)4CACT(GA)4CAGAGT(GA)2CA(GA)2 
AACA(GA)2AAGACT(GA)2AATACACT(GA)4CA(GA)2CT((GA)3,3CA)CT(GA)4CA(GA)3CTGAAAGACT 
(GA)4CA(GA)3CT(GA)3AAGACT((GA)4,3CT)(GA)3AACA((GA)2,3CT)(GA)3CACT(GA)3CT(GA)3CACAGATA 
(GA)2TT(GA)3CT(GA)3CACTGATA((GA)2,4,3CT) 
(GA)13AA
CT(GA)3G
CACTTG  2
82
 
Ao
vo
 
DR
B1
*0
30
8G
A 
CA(GA)4CT(GA)
4CC(GA)7CACA 
(GA)2CACT(GA)4CA(GA)6CT(GA)4CAGT((GA)3,3,4CT)(GA)4CACT(GA)4CAGAGT(GA)2CA(GA)2AACA 
(GA)2AAGACT(GA)2AATACACT(GA)4CA(GA)2CT((GA)3,3CA)CT(GA)4CA(GA)3CTGAAAGACT(GA)4CA 
(GA)3CT(GA)3AAGACT((GA)4,3CT)(GA)3AACA((GA)2,3CT)(GA)3CACT(GA)3CT(GA)3CACAGATA(GA)2TT 
(GA)3CT(GA)3CACTGATA((GA)2,4,3CT) 
(GA)13AA
CT(GA)3G
CACTTG  2
86
 
Ao
na
 
DR
B*
W
14
01
 
CA(GA)2CA(GA)
2CT(GA)4CT  (GA)7AT((GA)4,5,4CT)(GA)3TA(GA)2CTGAAAGAC(GA)2CA(GA)3AACT(GA)3AACATA(GA)2CT(GA)5CACA 
(GA)5CA
GAGC 
(GA)4 
GCG  1
14
 
Ao
na
 
DR
B*
W
18
05
02
 
CA(GA)5CT(GA)
4CT(GA)10CAC
A 
(GA)4TAGACA(GA)2CA((GA)3,3CT)GT((GA)4,4CT)GTGCAAGACC((GA)5,2CT)(GA)3TT(GA)4CA(GA)2CT 
(GA)3GGCT(GA)3CTCG(GA)3CTGAGC(GA)3CT(GA)2TAGACT(GA)3AACT(GA)3TACT 
(GA)6 
(GC)3 GA 
CAGCG  1
68
 
Ao
na
 
DR
B*
W
18
06
 
CA(GA)5CT(GA)
4CT(GA)10CAC
A 
(GA)4TAGACA(GA)2CA((GA)3,3CT)GT(GA)4CTGTGCAAGACC((GA)5,2CT)(GA)3TT(GA)4CA((GA)2,4CT) 
(GA)3CTCG(GA)3CTGAGC(GA)3CT(GA)2TAGACT(GA)3AACT(GA)3TACT 
(GA)6 
(GC)3GA
CAGCG  1
62
 
Ao
vo
 
DR
B*
W
18
03
 
CA(GA)5CT(GA)
15CACA 
(GA)4TAGACA(GA)2CA((GA)3,3CT)GT(GA)4CT(GA)4CTGTGCAAGACC((GA)5,2,4CT)(GA)3CTCG(GA)3 
CTGAGC(GA)3CT(GA)2TAGACT(GA)3AACT(GA)3TACT 
(GA)6 
(GC)3GA
CAGCG  1
54
 
Ao
vo
 
DR
B*
W
18
01
 
CA(GA)7CACA  (GA)4TAGACA(GA)2CA((GA)3,3CT)GT((GA)4,4CT)GTGCAAGACC(GA)5TT(GA)2CT(GA)2TT(GA)4CA 
((GA)2,4CT)(GA)3CTCG(GA)3CTGAGC(GA)3CT(GA)2TAGACT(GA)3AACT(GA)3TACT 
(GA)6 
(GC)3GA
CAGCG  1
44
 
Ao
vo
 
DR
B*
W
18
02
 
CA(GA)5CT(GA)
4CT(GA)13CAC
A 
(GA)4TAGACA((GA)2,3CT)GT(GA)4CTGTGCAAGACC((GA)5,2CT)(GA)3TT(GA)4CA((GA)2,4CT)(GA)3 
CTCG(GA)3CTGAGC(GA)3CT(GA)2TAGACT(GA)3AACA(GA)2TACT 
(GA)6 
(GC)3GA
CAGCG  1
60
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Ao
na
 
DR
B1
*0
32
0G
B 
CA(GA)4CT(GA)
4CT(GA)4CC 
(GA)5CACA(GA)2CACT(GA)4CA(GA)6CT(GA)4CAGT((GA)3,3,2CT)(GA)4CACT(GA)4CAGAGT((GA)2,3CA)(GA)2AAGGCTGACAGACA 
(GA)4CT(GA)3TACACT(GA)4CA(GA)2CT(GA)3CAGACACTCAGACACT((GA)4,3CT)GT(GA)5CT(GA)4CA(GA)4CT(GA)4CACT(GA)4CA 
(GA)3CTGAAAGACT(GA)3TACTTAGG(GA)2CT(GA)3AACA((GA)3,4CT)(GA)3AAGACT(GA)5CT(GA)3GGCT(GA)3CTGAGG(GA)2CA(GA)
2AT(GA)5CT(GA)3TAAGACA(GA)2CT(GA)4T(GA)2CA(GA)4CT(GA)3AAGACT(GA)3CA((GA)3,3CT)(GA)4CA((GA)2,3,3CT)(GA)3CACAG
ATA(GA)2TT((GA)3,5CT)GGGGGGG 
(GA)11CT
(GA)3GC
ACGTG  4
14
 
Ao
vo
 
DR
B*
W
45
01
 
CA(GA)2CA(GA)
2CT(GA)4CT  (GA)3CAGACT(GA)5GT(GA)12G((GA)2,4CA)(GA)2GGCT(GA)3GCCA(GA)3CT(GA)2AAGACA 
(GA)2GC
CAGAGC
CA(GA)3
GCA 
98
 
Ao
vo
 
DR
B*
W
48
01
 
CA(GA)4CT  (GA)6CT(GA)5CT(GA)15CT  (GA)3GC
GCGTG  66
 
Ao
na
 
DR
B*
W
29
05
 
CA(GA)2CA(GA)
2CT(GA)4CT  (GA)7AT((GA)4,5,4CT)(GA)3TA(GA)2CTGAAAGAC(GA)2CA(GA)3AACT(GA)3AACATA(GA)2CT(GA)5CACA 
(GA)5CA
GAGC 
(GA)4 
GCG  1
14
 
Ao
na
 
DR
B*
W
29
08
 
CA(GA)2CA(GA)
2CT(GA)4CT  (GA)7AT((GA)4,5,4CT)(GA)3TA(GA)2CTGAAAGAC(GA)2CA(GA)3AACT(GA)3AACATA(GA)2CT(GA)5CACA 
(GA)5CA
GAGC 
(GA)4 
GCG  1
14
 
Ao
vo
 
DR
B*
W
29
01
 
CA(GA)2CA(GA)
2CT(GA)4CT  (GA)7ATGAAA((GA)2,5,4CT)(GA)3TA(GA)2CTGAAAGAC(GA)2CA(GA)4CT(GA)3AACATA(GA)2CT(GA)5CACA 
(GA)5CA
GAGC 
(GA)4 
GCG  1
12
 
Ao
vo
 
DR
B*
W
34
01
 
CA(GA)2CA(GA)
2CT(GA)4CT  (GA)4AT((GA)4,4CT)(GA)3TA(GA)2CT(GA)3CAGACACA 
(GA)5CA
GAGC 
(GA)4 
GCG 
74
 
Ao
vo
 
DR
B*
W
28
01
 
CA(GA)4CA(GA)
7CT(GA)7CT  (GA)7CT(GA)4AT((GA)4,5,4,6CT)(GA)6CTGAAAGAC(GA)2CA(GA)4CT(GA)3AACA(GA)3CT(GA)3GGGACACA 
(GA)5CA
GAGC 
(GA)4 
GCG  1
56
 
Ao
vo
 
DR
B*
W
32
01
 
CA(GA)2CA(GA)
3CC(GA)5CT  (GA)6CTGAAAGAC(GA)2CA(GA)4CT(GA)3GGGACACA 
(GA)5CA
GAGC 
(GA)4 
GCG 
68
 
Ao
vo
 
DR
B*
W
32
02
 
CA(GA)2CA(GA)
3CC  (GA)3GCGACT((GA)4,6CT)(GA)6CTGAAAGAC(GA)2CA(GA)4CT(GA)3GGGACACA 
(GA)5CA
GAGC 
(GA)4 
GCG 
84
 
Ao
na
 
DR
B*
W
32
01
 
CA(GA)2CA(GA)
3CC  ((GA)5,4CT)GC((GA)5,6CT)GAAAGAC(GA)2CA(GA)4CT(GA)3GGGACACACACA 
(GA)5CA
GAGC 
(GA)4 
GCG 
90
 
78 
Ao
vo
 
DR
B*
W
31
01
 
CA(GA)2CA(GA)
2CA  (GA)10AA(GA)7AGACA(GA)14G((GA)2,4CA)((GA)3,3CT)(GA)2AAGACA(GA)3GCCA 
(GA)2GC
CAGAGC
CA(GA)3
GCA  1
14
 
Ao
vo
 
DR
B*
W
31
02
 
CA(GA)2CA(GA)
2CA  (GA)9AA(GA)7AGACA(GA)15G((GA)2,4CA)(GA)3CT(GA)2AAGACA(GA)3GCCA 
(GA)2GC
CAGAGC
CA(GA)2
GCA  1
06
 
Ao
vo
 
DR
B*
W
30
01
 
CA(GA)2CA(GA)
2CA  (GA)10AA(GA)7AGACA(GA)15G((GA)2,4CA)((GA)3,3CT)(GA)2AAGACA(GA)3GCCA 
(GA)2GC
CAGAGC
CA(GA)3
GCA  1
16
 
Ao
na
 
DR
B*
W
30
02
 
CA(GA)2CA(GA)
2CA(GA)9AA  (GA)11AA(GA)7AGACA(GA)9GTG((GA)2,4CA)(GA)3GCCA(GA)3CT(GA)2AAGACA 
(GA)2GC
CAGAGC
CA(GA)3
GCA  1
18
 
Ca
ja
‐
DR
B0
3 
CA(GA)3CA(GA)
2TACA 
(GA)4CT(GA)3GG(GA)2CA(GA)2CT(GA)4CA(GA)9CA(GA)2TACA(GA)4CT(GA)4CA(GA)2GC(GA)2GCCA(GA)3AA 
 
(GA)3GG
AAA(GA)
30GGGC
G  1
58
 
Ca
ja
‐
DR
B0
6 
CA(GA)3CA(GA)
2TACA 
(GA)4CT(GA)4CA(GA)2GC(GA)2GC(GA)2GC(GA)2GCCA 
(GA)7GG
AAA(GA)
37GGGC
G  13
0 
Ca
ja
‐DR
B0
2 
CA(GA)11CA(G
A)9CA 
(GA)10TTGACA(GA)2CA(GA)3CT(GA)3CGAGGCAAAGACT(GA)2CAGACGAGAAG(GA)4CA(GA)2TT(GA)3AAGACT(GA)3CA(GA)4CT(
GA)2AACT(GA)4CA(GA)2CT(GA)2CACT(GA)3CT(GA)3CC(GA)4C(GA)2CA(GA)4TA(GA)2AAGACA(GA)4CT(GA)3CA(GA)2CAGACT(G
A)4CT(GA)2CT(GA)4CTTA(GA)2CT(GA)3CTGAAAGACT(GA)5CT(GA)3CACT(GA)4CT(GA)2GC(GA)2CA(GA)3CT(GA)5CCGAGG(GA)2
CT(GA)2CAGAAACT(GA)3CT(GA)2AAGACT(GA)3CTAA(GA)2TACT(GA)5CT(GA)2CACTGATA(GA)2CT(GA)4CA(GA)2CT(GA)4TA(GA)
4CTGAGCGACTAA(GA)2CACT(GA)3CT(GA)2CACTCATA(GA)2CT(GA)3CT(GA)2GGGACT(GA)3CTGACAGACACTGATA(GA)2CTCA(G
A)4CT(GA)3CACT(GA)4CT 
(GA)2GC
CAGAGT
GACACT(
GA)16GC
G  4
34
 
Ca
ja
‐DR
B0
5 
CA(GA)34CA(G
A)13TTGACA 
(GA)2CT(GA)3CT(GA)3CGAGGCAAAGACT(GA)2CAGAC(GA)2AG(GA)4CA(GA)2TT(GA)3AAGACT(GA)3CA(GA)4CT(GA)2AACT(GA)4
CA(GA)2CT(GA)2CACT(GA)3CT(GA)3CTGAAAGTAAGACT(GA)5CT(GA)2GT(GA)2CA(GA)3CA(GA)3GCCT(GA)3CAGACA(GA)2CA(GA
)4CT(GA)2CT(GA)5TT(GA)4CT(GA)3CACT(GA)7CT(GA)3CC(GA)4C(GA)2CA(GA)3GATAAAGACA(GA)4CT(GA)3CA(GA)2CAGACT(GA
)4CT(GA)2CT(GA)4CTTA(GA)2CT(GA)3CTGAAAGACT(GA)3CACT(GA)4CT(GA)2GC(GA)2CA(GA)3CT(GA)5CCGAGG(GA)2CT(GA)2C
AGAAACT(GA)3CT(GA)4CT(GA)3CTAA(GA)2TACT(GA)5CT(GA)2CACTGATA(GA)2CT(GA)4CA(GA)2CT(GA)4TA(GA)4CT(GA)3CTAA(
GA)2CACT(GA)3CT(GA)2CACTCATA(GA)2CT(GA)2GGGACT(GA)3CTGACAGACACTGATA(GA)2CTCA(GA)4CT(GA)3CACT(GA)4CT 
(GA)2GC
CAGAGT
GACACT(
GA)15(G
CGA)2GC
GCAAGC
G 
55
4 
Ca
ja
‐DR
B0
1 
(GA)16CA(GA)9
CT(GACA)2CT 
(GA)5CT(GA)3GTCTCA(GA)2CT(GA)4CA(GA)2CT(GA)3CTGT(GA)5CT(GA)4C(GA)2GG(GA)2(CAGA)2(GA)2AAGACT(GA)2CT(GA)5CT
(GA)4CTGAAAGACT(GA)3CT(GA)3CAAGACA(GA)2CT(GA)4TAAGACAGACT(GA)4CTGATG(GA)4CT(GA)9GG 
(GA)2AA
GG(GA)3
GGGCG  2
12
 
 
Tabla 4 SECUENCIA Y LONGITUD DEL MICROSATÉLITE CMH-DRB EN 
PLATYRRHINI. Estructura del microsatélite correspondiente a cada una de las secuencias del gen DRB 
para A. nancymaae y A. vociferans. Los colores significan identidad o similitud del microsatélite. Al final se 
muestra los microsatélites de secuencias correspondientes a CMH-DRB de Callithrix jacchus (en negrita).  
Dado que el sector repetitivo del intrón 2 no es alineable de forma inequívoca, y 
dada su naturaleza repetitiva, se usó la compresibilidad como estimador de la 
similitud entre las secuencias. Se empleó el algoritmo Lempel–Ziv, que es usado 
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por el comando estándar de Linux, COMPRESS, para comprimir archivos. Dado 
que el tamaño en bytes de las secuencia era pequeño, se optó, para tener mejor 
resolución, copiar 100 veces en tándem cada secuencia, de manera que los 
archivos luego de ser comprimidos mostraran tamaños entre 734-7249 bytes 
(Tabla 5). El resultado del método de compresión del STR, usando la métrica de 
Manhattan y el método de aglomeración de ligamiento completo, es equivalente al 
de los otros métodos usados; la Figura 20 muestra la comparación con los 
agrupamientos obtenidos con el exón 2 y el intrón 2 (A y B). Este resultado es 
muy consistente con el análisis de motivos del STR (Tabla 4). De forma general, 
el patrón de agrupamiento del STR es un intermedio entre aquel del exón 2 y el 
generado a partir de los sectores no repetitivos del intrón 2. 
 
Se observa que los linajes DRB3*06 y DRB1*03 (GA) están asociados en todos 
los sectores analizados, incluyéndose esta asociación en los sectores no 
repetitivos del intrón 2 y en el STR la secuencia del linaje DRB1*06 (GB). La 
definición de cada linaje se pierde en el STR, diferenciándose por el cambio de 
longitud del sector, las secuencias Aona-DRB1*0328GA, Aona-DRB1*0329GA y 
Aona-DRB1*0320GB, pero manteniéndose de todas formas en un cluster común 
con las secuencias restantes de DRB3*06 y DRB1*03. 
 
Los linajes DRB*W28, DRB*W29, DRB*W30, DRB*W31, DRB*W32 y DRB*W34 están 
asociados tanto en el Exón 2 como en el STR, con la diferencia que en este último, se 
insertan en este grupo los linajes DRB*W14 y DRB*W45, que están relacionados con los 
linajes DRB*W29 y DRB*W30/ *W32 respectivamente, tanto en el STR como en los 
sectores no repetitivos del intrón 2 (A+B). En el exón 2, DRB*W14 y DRB*W45 aparecen 
agrupados con el grupo de DRB1*03GA - DRB3*06 - DRB*W18. Los linajes DRB*W30 y 
DRB*W31 forman un cluster con el grupo de DRB1*03GA y DRB3*06 en los sectores no 
repetitivos del intrón 2. El linaje DRB*W18 siempre está bien caracterizado, 
presentándose tanto en el STR como en exón 2, en un cluster que incluye los linajes 
DRB1*03GA - DRB3*06 – DRB1*03GB. En este grupo se incluyen además los linajes 
DRB*W31/ *W32/ *W45, en los sectores no repetitivos del intrón 2. 
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Tabla 5 RESULTADO EN BYTES DE LA COMPRESIÓN DEL STR CON EL 
ALGORITMO LEMPEL-ZIV. 
SECUENCIAS DESCRITAS LZ Size (Bytes) LONGITUD MICROSATÉLITE
AovoDRB‐W4801 734 66
AovoDRB‐W3401 1182 74
AovoDRB‐W3201 1244 68
AonaDRB‐W3201 1443 90
AovoDRB‐W3202 1477 84
AovoDRB‐W3102 1513 106
AovoDRB‐W3001 1527 116
AovoDRB‐W3101 1528 114
AovoDRB‐W4501 1593 98
AonaDRB‐W3002 1623 118
AonaDRB‐W1401 1833 114
AonaDRB‐W2905 1833 114
AonaDRB‐W2908 1833 114
AovoDRB‐W2901 1854 112
AovoDRB‐W2801 1975 156
AovoDRB‐W1803 2479 154
AovoDRB‐W1801 2591 144
AovoDRB‐W1802 2663 160
AonaDRB‐W1806 2729 162
AonaDRB‐W180502 2893 168
AovoDRB1‐0305GA 3949 274
AovoDRB1‐0308GA 4096 286
AovoDRB1‐0307GA 4102 282
AonaDRB3‐0631 4310 294
AonaDRB3‐0615 4333 314
AonaDRB3‐0619 4333 314
AovoDRB3‐0601 4343 310
AonaDRB3‐0630 4357 312
AonaDRB3‐0632 4855 346
AovoDRB1‐0306GA 4882 336
AonaDRB3‐0617 4951 350
AonaDRB1‐0320GB 6113 414
AonaDRB1‐0329GA 7205 462
AonaDRB1‐0328GA 7249 446
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El linaje DRB*W48 aparece en todos los análisis como un miembro divergente del 
cluster conformado por DRB3*06 - DRB1*03GA - DRB1*03GB - DRB*W18, y en 
el exón 2, está relacionado con el linaje DRB*W45, perdiéndose tal relación en el 
intrón 2. Este linaje es similar en comportamiento al DRB*W14, cuyo 
agrupamiento es muy distinto entre el exón 2 y el intrón 2. 
 
 
 
Figura 19 ANÁLISIS DE LA REGIÓN REPETITIVA DEL INTRÓN 2 DEL GEN DRB DE 
Aotus BASADO EN SU COMPRESIBILIDAD (LEMPEL-ZIV). Distancia Manhattan, 
complete linkage. La escala distancia corresponde a los bytes de la secuencia 
comprimida. 
 
 
 
 
 
 
Aona‐DRB3*0619
Aovo‐DRB3*0601
Aona‐DRB3*0631
Aona‐DRB3*0630
AonaGDRB3*0632
Aona‐DRB3*0617
Aona‐DRB3*0615
Aona‐DRB1*0328GA
Aona‐DRB1*0329GA
Aovo‐DRB1*0305GA
Aovo‐DRB1*0306GA
Aovo‐DRB1*0307GA
Aovo‐DRB1*0308GA
Aona‐DRB*W1401
Aona‐DRB*W180502
Aona‐DRB*W1806
Aovo‐DRB*W1803
Aovo‐DRB*W1801
Aovo‐DRB*W1802
Aona‐DRB1*0320GB
Aovo‐DRB*W4501
Aovo‐DRB*W4801
Aona‐DRB*W2905
Aona‐DRB*W2908
Aovo‐DRB*W2901
Aovo‐DRB*W3401
Aovo‐DRB*W2801
Aovo‐DRB*W3201
Aovo‐DRB*W3202
Aona‐DRB*W3201
Aovo‐DRB*W3101
Aovo‐DRB*W3102
Aovo‐DRB*W3001
Aona‐DRB*W3002
0.000.020.040.060.08
AonaGDRB3*0632
Aona‐DRB1*0328GA
Aona‐DRB1*0329GA
Aona‐DRB1*0320GB
Aovo‐DRB1*0305GA
Aovo‐DRB1*0308GA
Aovo‐DRB1*0307GA
Aovo‐DRB1*0306GA
Aona‐DRB3*0619
Aovo‐DRB3*0601
Aona‐DRB3*0630
Aona‐DRB3*0615
Aona‐DRB3*0631
Aona‐DRB3*0617
Aovo‐DRB*W4801
Aovo‐DRB*W4501
Aovo‐DRB*W3101
Aovo‐DRB*W3102
Aovo‐DRB*W3001
Aona‐DRB*W3002
Aovo‐DRB*W1802
Aona‐DRB*W1806
Aona‐DRB*W180502
Aovo‐DRB*W1801
Aovo‐DRB*W1803
Aovo‐DRB*W3201
Aona‐DRB*W3201
Aovo‐DRB*W3202
Aovo‐DRB*W2801
Aovo‐DRB*W2901
Aona‐DRB*W2905
Aona‐DRB*W1401
Aona‐DRB*W2908
Aovo‐DRB*W3401
0.000.010.020.030.040.05
AonaDRB3‐0615
AonaDRB3‐0619
AovoDRB3‐0601
AonaDRB3‐0630
AonaDRB3‐0631
AovoDRB1‐0305GA
AovoDRB1‐0307GA
AovoDRB1‐0308GA
AonaDRB3‐0617
AonaGDRB3‐0632
AovoDRB1‐0306GA
AonaDRB1‐0320GB
AonaDRB1‐0328GA
AonaDRB1‐0329GA
AovoDRB‐W1801
AovoDRB‐W1803
AonaDRB‐W180502
AonaDRB‐W1806
AovoDRB‐W1802
AovoDRB‐W4801
AonaDRB‐W1401
AonaDRB‐W2905
AonaDRB‐W2908
AovoDRB‐W2901
AovoDRB‐W2801
AovoDRB‐W3201
AovoDRB‐W3401
AonaDRB‐W3002
AovoDRB‐W4501
AonaDRB‐W3201
AovoDRB‐W3202
AovoDRB‐W3102
AovoDRB‐W3001
AovoDRB‐W3101
050100150
Exón 2 Intrón 2 (A+B) Intrón 2 STR
BytesSustituciones por sitioSustituciones por sitio
A B C
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8. DISCUSIÓN 
 
El análisis filogenético del exón 2 del gen del CMH-DRB en primates (Figuras 10-
12, 14 y 17), señala la dificultad de inferir las relaciones evolutivas de este gen 
basado únicamente en este sector. En estudios previos (6, 12, 23), se ha 
observado que, si bien los distintos alelos estudiados se asocian en los linajes 
asignados, el soporte de estas relaciones es bajo, dada la ocurrencia de 
fenómenos que garantizan la estabilidad funcional y estructural de la región de 
unión al péptido (PBR); al mismo tiempo, se genera variación en el PBR por 
varios mecanismos, como respuesta a la diversidad exhibida por las proteínas de 
los patógenos en su intento por evadir la respuesta inmune, estableciéndose una 
carrera armamentista coevolutiva (62). Entre estos fenómenos, los más 
relevantes son la selección balanceada (tanto para conservar la integridad 
funcional como para diversificar el receptor) y la recombinación (intra-locus e 
inter-loci) (61, 63-65). 
 
Además, en el caso particular de CMH-DRB, se ha descrito la ocurrencia de 
convergencia molecular a nivel del exón 2, tanto en primates (6, 37, 66), como en 
otros ordenes de mamíferos (67-69). Todos estos fenómenos pueden favorecer la 
aparición de motivos comunes entre distintos linajes, lo que contribuye a disminuir 
el soporte con bootstrap (70). El uso del test de rama interior como medida 
complementaria, permite soportar muchos de los grupos observados; esta medida 
de soporte es menos conservativa que el bootstrap, especialmente considerando 
el número de secuencias y la complejidad del sector analizado (71). 
 
El análisis de únicamente el exón 2 muestra la ocurrencia de grupos con múltiples 
especies de primates, con grupos que contienen secuencias de Strepsirrhini 
(Lemures y relativos), Platyrrhini (monos del Nuevo Mundo), y Catarrhini (monos 
del Viejo Mundo y Simios) (Figura 11). Al analizar únicamente el exón 2, no es 
posible distinguir entre un origen común de estos linajes o un fenómeno de 
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convergencia. Por otra parte, la mayoría de grupos de secuencias muestran 
sesgos en los tipos de primates que los conforman, mostrando algún grupo 
predominante (Figuras 11, 14). 
 
Como ya se ha descrito previamente, uno de los rasgos más llamativos de la 
evolución del CMH-DRB es la ocurrencia de convergencia a nivel molecular entre 
Platyrrhini y Catarrhini. La evidencia que sostiene esta observación está basada 
en el análisis independiente del exón 2, de otros exones y de sectores no 
codificantes del gen CMH-DRB, en donde los sectores no implicados en la 
conformación del PBR muestran la segregación de ambos tipos de primates, 
mientras que el exón 2 muestra la concurrencia de ambos dentro de linajes 
alélicos comunes (6, 37, 66). 
 
La comparación entre las filogenias generadas para el exón 2 (Figura 14) y las 
generadas para el exón 2 + intrón 2 (A y B) (Figura 13), así como la resultante de 
los sectores no repetitivos del intrón 2 únicamente (Figura 15), usando las 
secuencias de Aotus obtenidas y una muestra representativa de otros primates, 
muestran que mientras estas dos últimas son congruentes, con una clara división 
entre las secuencias del CMH-DRB de los Platyrrhini (en rojo) y Catarrhini 
(Hominoidea en azul y Cercopithecoidea en verde), el análisis resultante del exón 
2 presenta una mezcla de alelos de ambos tipos de primates, presentándose 
convergencia molecular entre las secuencias relacionadas con los linajes 
DRB1*03, DRB3, DRB*W6 y DRB1*07. Esto está de acuerdo con reportes 
previos (6, 37). 
 
A diferencia de la convergencia en rasgos fenotípicos, la convergencia a nivel 
molecular es un fenómeno raro, que produce el mismo efecto que el polimorfismo 
trans-especifico, siendo este último otro de los fenómenos que moldea la 
evolución del CMH. El polimorfismo trans-especifico implica el mantenimiento de 
una diversidad alélica más allá de los eventos de especiación, por efecto de la 
selección balanceada (33). 
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La inclusión de las secuencias de Strepsirrhini escogidas para el análisis, muestra 
que tal evento de convergencia puede ser más complejo que lo descrito hasta el 
momento. La existencia de secuencias de Strepsirrhini agrupadas con secuencias 
de Catarrhini, muestra que hay un polimorfismo trans-especifico (TSP) de muy 
larga duración (DRB*6, DRB1*03, DRB1*04 (de alrededor de 85 mya)), como lo 
describieron Figueroa y col. (72). Por otra parte, Go y col. (73) en un estudio 
posterior, muestran que buena parte del repertorio del CMH-DRB de lémures es 
muy idiosincrático, conformándose en un grupo bien definido y separado del resto 
de primates. Ambos comportamientos se muestran en la figura 10, en donde una 
parte de las secuencias está en un grupo único (grupo 9, figura 10B) y el resto 
asociados dentro de varios grupos con otros tipos de primates. 
 
Adicionalmente a los grupos descritos por Figueroa y col. (72), en el presente 
análisis se encuentra la concurrencia de secuencias de Lemures en linajes 
específicos de Cercopithecoidea (grupos 2, 15, 27, 31) y de Platyrrhini, 
planteando la existencia de TSP con Strepsirrhini en grupos disyuntos de 
Hominoidea, Cercopithecoidea y Platyrrhini. Las secuencias de Strepsirrhini se 
asocian con dos grupos de secuencias de monos del nuevo mundo, uno que 
incluye a la mayoría de secuencias de géneros de monos del nuevo mundo 
(relacionadas con el linaje DRB*W12), excluyendo a Aotus – Grupo 7 – (Figura 
11B) y otro grupo conformado por las secuencias de Aotus-DRB*W18 y DRB3*07 
y DRB3*05 de Saguinus, Callicebus y Pithecia – Grupo 23 – (Figura 11D). Otra 
posibilidad es la existencia de varios eventos de convergencia molecular entre 
Strepsirrhini y Haplorrhini (Catarrhini + Platyrrhini). 
 
El linaje Aotus-DRB*W18 representaría un linaje muy antiguo. El análisis de intrón 
2 de este linaje no lo muestra diferenciado con respecto al resto de secuencias de 
Platyrrhini usadas y lo mismo ocurre con el linaje DRB*W12 de Callitrichidae 
(Figura 15, sectores no repetitivos). Si se supone la existencia de TSP entre 
Strepsirrhini y Haplorrhini, esto implica, o bien que la similitud encontrada con 
lémures y monos del nuevo mundo en los grupos 7 y 23 se extendería también al 
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intrón 2, o que existe una convergencia entre Strepsirrhini y Haplorrhini, como la 
ya descrita entre Platyrrhini y Catarrhini. Se requiere de la secuenciación de otros 
sectores distintos al exón 2 del CHM-DRB para resolver esta pregunta. 
 
El alcance de la convergencia entre linajes de grupos relacionados, es algo que 
no ha sido descrito previamente para los genes DRB en primates. El análisis del 
sector analizado en el contexto del orden, muestra que las filogenias obtenidas a 
partir del exón 2 y aquellas obtenidas para el intrón 2, difieren en la relación entre 
linajes y secuencias dentro de Platyrrhini y Catarrhini (Figuras 13-15). La 
ocurrencia de grupos en donde existen secuencias de Hominoidea y 
Cercopithecoidea es mayor en el análisis inferido a partir del exón 2 (Figura 14) 
que en los agrupamientos obtenidos a partir del intrón 2 (Figura 15). Lo mismo es 
cierto para Platyrrhini, en donde la secuencia de C. apella aparece incluida dentro 
de un grupo de secuencias de Aotus en el análisis realizado a partir del exón 2 
(Figura 14), mientras que esto no ocurre en la inferencia a partir del intrón 2 
(Figura 15). Esto podría implicar que existen procesos de convergencia más 
recientes que los descritos previamente.  
 
El análisis de las secuencias anteriormente reportadas por nuestro grupo (12, 35), 
junto con las secuencias reportadas en el presente trabajo para el exón 2 del 
CMH-DRB, muestra cómo el número de linajes trans-específicos para el género 
aumenta y se define, al mejorar el muestreo de A. vociferans. En linajes como el 
DRB*W18, en donde no existía reporte para A. vociferans, se puede observar la 
definición de dos sublinajes, uno perteneciente a especies típicamente del norte 
del Amazonas (A. vociferans y A. trivirgatus) y otro a especies típicamente del sur 
del Amazonas (A. nancymaae y A. nigriceps). Esta tendencia, aunque menos 
marcada, se observa para el linaje DRB1*03GA, en donde un sublinaje bien 
soportado es exclusivamente de cuello gris, existiendo también sublinajes 
exclusivos de cuello rojo (Figura 12). 
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Para el linaje DRB3*06, que aparentemente era exclusivo de monos de cuello 
rojo, se reporta una secuencia de A. vociferans (Aovo-DRB3*0601), que además 
es idéntica a una secuencia de A. nancymaae (Aona-DRB3*0619). Éste también 
es el caso para los linajes DRB*W45 y DRB*W30, en donde se describen 
secuencias de A. vociferans (Figura 12).  
 
Pueden existir linajes aparentemente exclusivos, como el linaje DRB1*03GB, en 
donde sólo existen secuencias de A. nancymaae; en el resto de linajes, se 
observan diversos grados de trans-especificidad, aunque pueden existir sub-
linajes específicos.  
 
Los soportes mostrados también sugieren que varios de los grupos previamente 
clasificados por IMGT para los CMH-DRB de Aotus, pueden en realidad 
enmascarar varios grupos, dado que algunos como DRB1*03 es polifilético, y 
otros como DRB3*06 se presenta como un conjunto de sub-linajes bien 
soportados, con una relación relativamente distante, aunque monofilética. Con 
excepción de los linajes DRB*W41, DRB*W43, DRB*W44, DRB*W38, DRB*W42, 
DRB*W47, DRB*W13, y DRB1*03GC, los restantes linajes principales de Aotus 
fueron muestreados en el presente estudio (En rojo, Figuras 11 y 12). 
 
Existen diferencias en las frecuencias, más no en los repertorios de las dos 
especies de Aotus estudiadas, indicando que cada una ha sufrido un proceso de 
diversificación, manteniendo sin embargo, una identidad notable entre sus 
repertorios de CMH-DRB en un periodo de tiempo relativamente largo (de 13-8 
mya) (26). Este polimorfismo trans-específico en los repertorios, señala que el 
uso de ambas especies como modelos animales puede ser equivalente para 
procesos mediados por el CMH-DRB (74). En el resto de primates analizados, la 
ocurrencia de TSP es constante de forma intra-genérica, especialmente en el 
género Macaca, lo cual señala la importancia de la selección balanceada para los 
genes DRB del CMH II en el orden. 
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El análisis comparativo de las filogenias del exón 2 (Figura 17) y los sectores no 
repetitivos del intrón 2 (Figura 18) de los genes DRB de Aotus, muestran que 
algunos de los linajes mantienen claramente su identidad, mientras que otros se 
fusionan. También cambia la relación entre linajes entre un sector y otro, 
formándose grupos de linajes bien soportados en el análisis del intrón 2, lo que no 
ocurre para el exón 2. Por otra parte, es notable el grado de conservación de los 
sectores no repetitivos del intrón 2 con respecto al exón 2, lo que resalta la 
magnitud del proceso selectivo en este último.  
 
Los agrupamientos diferenciales muestran que distintas fuerzas han modulado la 
evolución de cada uno de los sectores del gen DRB. Cuál refleja con mayor 
fidelidad el origen de los genes DRB en Aotus? Si se escogiesen los sectores no 
repetitivos del intrón 2, dado que aparentemente no sufre los fenómenos 
anteriormente descritos que generan la diversidad en el exón 2, nos 
encontraríamos con un escenario en donde el número de linajes es menor al 
propuesto con base en el polimorfismo del exón 2, y las relaciones entre ellos 
serían distintas. Así, la selección positiva y la recombinación generarían una 
variabilidad que agruparía, bien sea por convergencia y/o recombinación, a las 
secuencias en los linajes previamente descritos. Si se escogiese el exón 2, el 
escenario estaría marcado por procesos de recombinación del intrón 2, que 
marcarían la homogenización de los distintos grupos en menos linajes. 
 
En general, los fenómenos de recombinación afectan de manera sustancial el 
soporte de los árboles (70, 75), lo que hace más probable el primer escenario, 
dado que el árbol generado para los sectores no repetitivos del intrón 2 es mejor 
soportado que el del exón 2. Sin embargo, es necesario contar con secuencias 
del gen DRB completas, que incluyan tanto a sectores no codificantes como 
codificantes, para aclarar este punto. En general, los soportes obtenidos para el 
conjunto del exón 2 más las regiones no repetitivas del intrón 2, son mejores que 
los obtenidos a partir de cada uno de estos sectores por separado, caracterizando 
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de forma más significativa los linajes descritos, tanto para Aotus, como para otros 
primates (Figuras 13 y 16). 
 
No se detectaron eventos de recombinación en las secuencias obtenidas al usar 
el algoritmo GARD (51, 52), mientras que si se encontró una consistente 
evidencia de selección natural positiva (Tabla 3), centrada fundamentalmente en 
los codones que codifican para residuos implicados en la conformación de los 
bolsillos de unión del PBR (Tabla 2); esto está de acuerdo a lo previamente 
reportado para Aotus, primates y otros mamíferos (12, 76, 77). 
 
En primates del nuevo mundo, el intrón 2 del CMH-DRB es muy variable en 
longitud, oscilando entre 50 pb y 1Kb (6), e incluye una secuencia simple 
repetitiva aproximadamente a 50 pb corriente abajo, a partir del límite entre el 
exón 2 y el intrón 2 (78, 79). En humanos y macacos, el patrón de variabilidad de 
este microsatélite esta correlacionado con el polimorfismo del exón 2, 
constituyéndose en una opción para la tipificación de estos genes (41, 80). Es por 
lo tanto de interés, verificar si lo mismo ocurre en Aotus. 
 
Se compararon los análisis filogenéticos correspondientes a CMH-DRB para exón 
2 y para intrón 2 sectores no repetitivos (A y B) (Figura 19 A y B) con la 
composición y longitud de los microsatélites del intrón 2 para cada una de las 
secuencias de los linajes de Aotus descritas en este estudio (Tabla 4).  
 
El STR en Aotus presenta principalmente repeticiones (GA)y interrumpidas por 
motivos CT, y en los extremos 5’ y 3’, una estructura similar entre secuencias que 
pertenecen a un mismo grupo según la filogenia para los sectores no repetitivos 
del intrón 2 (Tabla 4). Las repeticiones (GA)y hacen parte de la estructura 
ancestral descrita para Catarrhini (79, 81, 82). 
 
El microsatélite del CMH-DRB de Aotus es variable en longitud, como se ha 
descrito para humanos, macacos y chimpancés. En el análisis para el exón 2, se 
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puede observar que para el linaje DRB3*06, al que pertenecen las secuencias 
Aovo-DRB3*0601, Aona-DRB3*0631, Aona-DRB3*0630, Aona-DRB3*0632 y 
Aona-DRB3*0617, el microsatélite es capaz de diferenciarlas gracias a su 
longitud variable, exceptuando las secuencias Aona-DRB3*0619 y Aona-
DRB3*0615, que son idénticas en longitud y secuencia, por lo que sería necesario 
identificar estos alelos por métodos de secuenciación.  
 
En el linaje DRB1*03GA, DRB*W18, DRB*W32, DRB*W48, DRB*W28, 
DRB*W34, DRB*W32, DRB*W45 y DRB*W30, el microsatélite es altamente 
variable en longitud y es capaz de diferenciar las secuencias que a él pertenecen 
en A. nancymaae y A. vociferans, con la excepción de las secuencias Aona-
DRB*W14, Aona-DRB*W2905 /*W2908 y Aovo-DRB*W3101, en las que el 
microsatélite tiene la misma longitud y las diferencia como grupo, pero no de 
forma individual, convirtiéndose en un método de tamizaje. 
 
Según los resultados aquí registrados, la composición del microsatélite descrito 
para las secuencias del CMH-DRB en A. nancymaae y A. vociferans es más 
variable y compleja que en humanos y otros Catarrhini, y la comparación entre los 
grupos deducidos a partir del exón 2 y los observados para el STR, no es siempre 
congruente, al igual que en reportes previos para primates del viejo mundo 
publicados por el grupo de Bontrop y col. (4, 5, 83).  
 
La estructura ancestral del microsatélite en Catarrhini ha evolucionado a partir de 
las repeticiones de los dinucleótidos (GT)x (GA)y; se sabe que la tendencia de 
mutación depende de la longitud de las repeticiones, ya que la estabilidad del 
microsatélite es menor en las repeticiones más largas de dinucleótidos que en las 
cortas (4, 78, 81).  
 
En Aotus, el dinucleótido (GA)y se mantiene en la estructura del STR y la 
repetición (GT)x en este caso no se encuentra presente. La longitud de las 
repeticiones de los extremos inicial y final en los microsatélites es parecida entre 
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linajes, mientras que la composición y el número de repeticiones de la parte 
media se pueden asociar con linajes, secuencias o grupos específicos; esto se 
puede explicar por las diferencias inherentes en las tasas de mutación entre las 
diferentes partes del microsatélite.  
 
El microsatélite para el CMH-DRB de A. nancymaae y A. vociferans está presente 
en todos los genes DRB estudiados, mostrando considerables diferencias en 
longitud y una variabilidad capaz de diferenciar algunos linajes, e incluso 
secuencias del DRB, en concordancia con la diversidad del exón 2. En otras 
especies de primates, la variabilidad de los STRs no siempre es congruente con 
un linaje dado, pero otros pueden ser caracterizados por un patrón único (4, 80). 
 
El análisis de la región repetitiva de 5 secuencias, de otra especie de Platyrrhini, 
en este caso Callitrhix jacchus (Caja-DRB*01/*02/*03/*05/*06), muestra que 
poseen el mismo patrón de organización descrito para Aotus, con una repetición 
(GA)y en el sector central, compleja, interrumpida por motivos CT, altamente 
variable en longitud y número de repeticiones, dentro de los mismos rangos 
observados para Aotus, con repeticiones entre 130 a 554 pb. Las partes inicial y 
final del STR de Caja-DRB tienen una longitud y secuencia semejantes entre sí, 
siendo la parte inicial similar a la de Aotus, pero con una parte final más compleja 
(Tabla 4). 
 
El uso de técnicas que no requieran el alineamiento de secuencias para su 
comparación, es útil en casos en donde esto es impráctico (como el análisis de 
genomas completos). Siendo la compresión una medida básica de la complejidad 
algorítmica de una secuencia de caracteres, ésta puede ser especialmente útil 
cuando se trata con secuencias biológicas. Previamente, se ha planteado el uso 
de la complejidad de Lempel-Ziv como herramienta para hacer minería de datos y 
clasificación de secuencias de ácidos nucleicos y proteínas (84, 85). 
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En nuestro caso, la compresión mide dos parámetros relevantes del análisis de 
microsatélites, dado que el tamaño comprimido (en Bytes), dependerá de la 
longitud y del grado de simplicidad (monotonía) de la secuencia, estando muy 
correlacionado en este caso con la longitud (R2=0.9793), dado que las 
repeticiones entre secuencias resultan ser del mismo tipo y complejidad, variando 
principalmente en número (Tabla 5).  
 
El resultado obtenido para el sector repetitivo, junto con el derivado del exón 2 y 
el de los sectores no repetitivos del intrón 2 (Figura 19), muestra que existe 
concordancia entre los distintos sectores de forma general. Existen 2 grandes 
grupos, uno conformado por DRB3*06, DRB1*03, DRB*W18 y DRB*W48, y otro 
conformado por DRB*W29, DRB*W32 y DRB*W28, asociándose los linajes 
DRB*W14, DRB*W45, DRB*W30 - DRB*W31 a alguno de los dos, según el 
sector analizado. Las mayores diferencias en el patrón de agrupamiento entre el 
exón 2 y el STR se da en los linajes DRB*W14 y DRB*W45, mientras que entre el 
STR y los sectores no repetitivos del intrón 2, se da en los grupos DRB*W30 - 
DRB*W31.  
 
No hay diferenciación entre linajes para los grupos DRB3*06-DRB1*03, 
DRB*W14, DRB*W29, DRB*W30, DRB*W31 y DRB*W32, sugiriendo que el 
origen y la diversidad exhibida por el exón 2 es una característica que puede ser 
derivada de un conjunto original menos diverso, lo que está de acuerdo con el 
origen de los monos del nuevo mundo, que se dio por la transferencia africana de 
estos primates en el eoceno (35 MYA) (86), implicando que los linajes actuales 
del CMH, tanto de clase I como de clase II, fueron generados a partir de un 
evento fundador (37). 
 
Algunas de las secuencias analizadas del STR en el contexto de los primates (20 
del total) tienen la región repetitiva extremadamente corta (3 bp) ((Ceap-
DRB*W1301, Camo-DRB3*0503, Camo-DRB3*0504, Caja-DRB*W1201 (CAG)), 
no siendo el caso para ninguna de las secuencias aquí reportadas. Tal 
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observación limitaría el uso de este sector para la tipificación del polimorfismo del 
CMH-DRB. Sin embargo, existe la posibilidad que los autores hayan reportado a 
las bases de datos las secuencias sin el microsatélite (Kriener y col. (6), sostienen 
textualmente que lo removieron del análisis, y es posible que por descuido las 
hayan reportado a partir del alineamiento, sin el sector repetitivo), lo que 
constituiría una grave imprecisión y estaría en conflicto con las normas para el 
ingreso de secuencias al GenBank (44). 
 
Por otra parte, a pesar de que las secuencias del STR en Macaca y Chimpancé 
del grupo de Bontrop y col. (4, 5, 41, 80) están disponibles, no existe la 
información que permita su uso (se reporta el STR de forma separada, sin 
informar el exón 2 al que pertenece), lo que dificulta el análisis comparativo de 
esos resultados; este grupo tiene la iniciativa de patentar un procedimiento de 
tipificación basado en este sector (patente US 2010/0112580 A1). 
 
Los métodos moleculares para la tipificación del exón 2 del CMH-DRB 
actualmente empleados, implican clonación y secuenciación de los genes de 
interés, pero debido a su alto costo y por ser laboriosos, en este trabajo se 
verificó que el microsatélite presente en el intrón 2 del gen CMH-DRB de A. 
nancymaae y A. vociferans, fuera un marcador útil para la genotipificación de alta 
y mediana resolución del gen CMH-DRB en primates del nuevo mundo. Así, las 
secuencias del microsatélite se pueden asociar con el polimorfismo observado 
para su correspondiente exón 2 del CMH-DRB de Aotus, convirtiéndose en una 
herramienta valiosa para el estudio de la variabilidad de estos genes.  
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9. CONCLUSIONES 
 
El gen de mtCOII es lo suficientemente sensible para caracterizar las especies de 
A. nancymaae y A. vociferans, como ha sido reportado previamente. 
 
El análisis de las 34 secuencias aisladas a partir de ADNg y ADNc permitió 
asignar siete linajes alélicos nuevos, y obtener secuencias nuevas para linajes 
descritos en estudios anteriores para el CMH-DRB, aumentándose 
substancialmente la información sobre la especie Aotus vociferans. Esta 
información está disponible en bases de datos especializadas (GenBank) 
permitiendo aumentar el conocimiento de la diversidad de estos genes en estos 
primates.  
 
El análisis filogenético del exón 2 del DRB en el orden Primates, permite inferir un 
complejo modo evolutivo, en donde ocurre a la vez evolución trans-específica, 
además de convergencia entre las diferentes especies analizadas, mostrando un 
patrón de TSP predominantemente intragenérico. 
 
El estudio molecular de las secuencias del exón 2 más el intrón 2 del gen DRB en 
el contexto de primates (sin considerar el sector repetitivo), demuestra un alto 
grado de identidad para todos los primates, señalando una división clara entre 
primates del nuevo mundo y los del viejo mundo, y entre los linajes del gen DRB, 
mostrando que el origen de cada repertorio de DRB entre Platyrrhini y Catarrhini 
es independiente. 
 
La mayoría de secuencias de Aotus se encuentran en grupos diferenciados, 
idiosincráticos, presentándose solo en algunos casos con secuencias de otros 
monos del nuevo mundo. Esta diferenciación puede mostrar un modo de 
evolución diferencial o un insuficiente muestreo tanto en otros Platyrrhini como en 
Aotus. 
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Cuando se compara el análisis filogenético con los sectores no repetitivos del 
intrón 2 y el realizado para del exón 2, se evidencian diferencias importantes en 
los patrones de agrupamiento; algunos grupos mantienen la identidad, mientras 
que otros se fusionan, indicando que ha existido un proceso de diversificación en 
el exón 2, o un proceso de homogenización del intrón 2. Los resultados hallados 
permiten postular que el primer escenario es el más probable.  
 
Como se había descrito anteriormente, para el exón 2 de CMH-DRB de Aotus, los 
codones que conforman la región de unión al péptido están siendo sometidos a 
una selección positiva, y para la mayoría de secuencias, las pruebas de 
neutralidad demuestran acumulación de mutaciones no sinónimas, siendo en este 
caso la fuerza modeladora más relevante, dado que no se detectaron fenómenos 
de recombinación. 
 
En este trabajo se realizó la amplificación del intrón 2 a partir de ADNg para 
obtener secuencias y comprobar si el microsatélite era congruente con cada uno 
de los linajes asignados a los Aotus de este estudio con base en la secuencia del 
exón 2. Las secuencias obtenidas fueron útiles para caracterizar la longitud de las 
repeticiones presentes en el intrón 2, demostrando que los productos de los 
microsatélites son variables en secuencia y longitud, mostrando una relación 
especifica con los alelos, linajes o conjunto de linajes caracterizados a partir del 
exón 2, permitiendo postular su uso como herramienta de tipificación para 
algunos alelos o de tamizaje para linajes y conjuntos de linajes. 
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10. PERSPECTIVAS 
Siendo indispensable el uso de primates para el estudio de múltiples 
enfermedades que afectan humanos, el conocimiento generado sobre los modos 
de evolución de los genes de CMH-DRB en Aotus permitirá mejorar su uso como 
modelos animales, para lo cual es necesario obtener más información de 
secuencias del gen completo DRB del CMH y así poder determinar la relaciones 
intra locus e inter loci de esta familia de genes. 
 
Dado que algunos linajes son indiferenciables, se recomienda para la 
implementación de la técnica de tipificación con microsatélites, diseñar cebadores 
específicos para cada uno de los linajes ubicados en los sectores polimórficos del 
exón 2, con el fin de construir fragmentos de longitud diferencial, que permitan su 
tipificación especifica. 
 
Siendo este el trabajo de partida para el diseño de estrategias de tipificación con 
marcadores genéticos tipo microsatélites en Aotus, con la implementación del uso 
del microsatélite, será posible diseñar ensayos múltiplex con los cuales se pueda 
tipificar al mismo tiempo un mayor número de muestras en un solo panel, lo cual 
permitirá disminuir costos y aumentar la rapidez en la genotipificación del exón 2 
de CMH-DRB en estos primates. 
 
La detección de este microsatélite en Aotus y Callithrix con cebadores diseñados 
a partir de las secuencias genómicas de este último, permitirá usar la técnica en 
otras especies de primates del nuevo mundo para la tipificación de los genes del 
CMH-DRB.  
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12. ANEXOS 
 
 
 
 
 
 
 
 
Anexo 1. ALINEAMIENTO PARA EL EXÓN 2 + INTRÓN 2 GEN DRB DEL CMH 
DE Aotus 
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Anexo 2. ESPECIES DE PRIMATES INCLUIDAS EN ESTE ESTUDIO PARA EL 
ANÁLISIS DEL EXÓN 2 Y DEL INTRÓN 2 
Hominoidea 
NOMBRE CIENTÍFICO DESIGNACIÓN PARA EL CMH 
Gorilla gorilla  Gogo 
Pan troglodytes Patr 
Homo sapiens  HLA‐DRB 
 
Cercopithecoidea  
NOMBRE CIENTÍFICO  DESIGNACIÓN PARA EL CMH 
Chlorocebus aethiops  Chae
Macaca arctoides  Maar
Macaca fascicularis  Mafa
Macaca fuscata  Mafu
Macaca mulatta  Mamu
Macaca nemestrina  Mane
Macaca silenus  Masi
Macaca leonina  Male
Mandrillus sphinx  Masp
Papio hamadryas  Paha
Papio ursinus  Paur
 
Platyrrhini 
NOMBRE CIENTÍFICO  DESIGNACIÓN PARA EL CMH 
Aotus azarae  Aoaz
Aotus nancymaae  Aona
Aotus nigriceps  Aoni
Aotus trivirgatus  Aotr
Aotus vociferans  Aovo
Callithrix jacchus  Caja
Callicebus moloch  Camo
Cebus apella  Ceap
Cabuella pygmaea  Capy
Pithecia pithecia  Pipi
Saguinus labiatus  Sala
Saguinus oedipus  Saoe
Saimiri sciureus  Sasc
 
Strepsirrhini 
NOMBRE CIENTÍFICO  DESIGNACIÓN PARA EL CMH 
Microcebus murinus  Mimu
Eulemur furgus  Eufu
Galago garneti  Gaga
Galago moholi  Gamo
Galago senegalensis  Gase
Loris tardigradus  Lota
Otolemur galago  Otga
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Anexo 3. SECUENCIAS EMPLEADAS PARA EL ANÁLISIS EXÓN 2 + INTRÓN 
2 Secuencias empleadas para el análisis comparativo de Aotus exón 2 + intrón 2 
del CMH-DRB (parcial) en el contexto de primates. 
 Secuencia Detalles N. de Acceso
Caja_DRB_G_01 43380‐44258 Callithrix jacchus BAC clone CH259‐77F15 from chromosome unknown, complete sequence AC242730
Caja_DRB_G_02 105908‐107178 Callithrix jacchus BAC clone CH259‐77F15 from chromosome unknown, complete sequence AC242730
Caja_DRB_G_03 192613‐193403 Callithrix jacchus BAC clone CH259‐77F15 from chromosome unknown, complete sequence AC242730
Caja_DRB_G_04 138963‐138357 Callithrix jacchus BAC clone CH259‐15O7 from chromosome unknown, complete sequence AC243457
Caja_DRB_G_05 76772‐75338 Callithrix jacchus BAC clone CH259‐15O7 from chromosome unknown, complete sequence AC243457
Caja_DRB_G_06 161835‐162584 Callithrix jacchus BAC clone CH259‐49P2 from chromosome unknown, complete sequence AC242576
SAOE‐DRB1*0303 Saguinus oedipus MHC class II antigen (SAOE‐DRB1) pseudogene AF173332                
SAOE‐DRB3*0501 Saguinus oedipus MHC class II antigen (SAOE‐DRB3) pseudogene AF173333
SAOE‐DRB11*0102 Saguinus oedipus MHC class II antigen (SAOE‐DRB11) gene AF173334                
SAOE‐DRB11*0105 Saguinus oedipus MHC class II antigen (SAOE‐DRB11) gene AF173335
SAOE‐DRB*W2209 Saguinus oedipus MHC class II antigen (SAOE‐DRB) gene AF173336                
CAJA‐DRB1*0304 Callithrix jacchus MHC class II antigen (CAJA‐DRB1) gene AF173337
CAMO‐DRB1*0302 Callicebus moloch MHC class II antigen (CAMO‐DRB1) gene AF173338
CAMO‐DRB3*0503 Callicebus moloch MHC class II antigen (CAMO‐DRB3) gene AF173339
CAMO‐DRB3*0504 Callicebus moloch MHC class II antigen (CAMO‐DRB3) pseudogene AF173340
CEAP‐DRB*W1301 Cebus apella MHC class II antigen (CEAP‐DRB) gene AF173341                
CAJA‐DRB*W1201 Callithrix jacchus MHC class II antigen (CAJA‐DRB) gene AF173348
Mamu_DRB_G_01 140068‐140822 Macaca mulatta Major Histocompatibility Complex BAC MMU012K22 AC148663
Mamu_DRB_G_02 28917‐29606 Macaca mulatta Major Histocompatibility Complex BAC MMU012K22 AC148663
Mamu_DRB_G_03ps 111593‐112214 Macaca mulatta Major Histocompatibility Complex BAC MMU012K22 AC148663
Mamu_DRB_G_05 c75283‐74620 Macaca mulatta Major Histocompatibility Complex BAC MMU248N17 AC148697
Mamu_DRB_G_06 c151148‐150454 Macaca mulatta Major Histocompatibility Complex BAC MMU248N17 AC148697
Mamu_DRB_G_07 c29018‐28359 Macaca mulatta Major Histocompatibility Complex BAC MMU248N17 AC148697
Mamu_DRB_G_08 c26068‐25409 Macaca mulatta Major Histocompatibility Complex BAC MMU281E18 AC148700
Mamu_DRB_G_04 173697‐174407 Macaca mulatta Major Histocompatibility Complex BAC MMU370O02 AC148706
Chae_DRB_G_01 63309‐64000 Chlorocebus aethiops BAC clone CH252‐249I23 from chromosome 6 AC241608
Chae_DRB_G_02 143590‐144262 Chlorocebus aethiops BAC clone CH252‐249I23 from chromosome 6 AC241608
Chae_DRB_G_03 111557‐112224 Chlorocebus aethiops BAC clone CH252‐249I23 from chromosome 6 AC241608
Chae_DRB_G_04 21256‐21901 Chlorocebus aethiops BAC clone CH252‐249I23 from chromosome 6 AC241608
MAFA‐DRB*W3301 Macaca fascicularis MHC class II antigen (MAFA‐DRB) gene AF173349
MAAR‐DRB1*0301 Macaca arctoides MHC class II antigen (MAAR‐DRB1) gene AF173350
MAAR‐DRB1*0302 Macaca arctoides MHC class II antigen (MAAR‐DRB1) gene AF173351
MAAR‐DRB1*0701 Macaca arctoides MHC class II antigen (MAAR‐DRB1) gene AF173352
MAFA‐DRB*W301 Macaca fascicularis MHC class II antigen (MAFA‐DRB) gene AF173353
MAMU‐DRB*W402 Macaca mulatta MHC class II antigen (MAMU‐DRB) gene AF173354
MAAR‐DRB*W601 Macaca arctoides MHC class II antigen (MAAR‐DRB) pseudogene AF173355
MAAR‐DRB5*0301 Macaca arctoides MHC class II antigen (MAAR‐DRB5) gene AF173356
MAMU‐DRB6*0106 Macaca mulatta MHC class II antigen (MAMU‐DRB6) pseudogene AF173357
Mamu‐DRB*W201 7681‐8413 Macaca mulatta partial Mamu‐DRB gene for MHC class II antigen AM910410
Mamu‐DRB*W305 7704‐8400 Macaca mulatta partial Mamu‐DRB gene for MHC class II antigen AM910411
Mamu‐DRB*W603 6501‐7247 Macaca mulatta partial Mamu‐DRB gene for MHC class II antigen AM910412
Mamu‐DRB*W2507 6540‐7190 Macaca mulatta partial Mamu‐DRB gene for MHC class II antigen AM910413
Mamu‐DRB1*0303 3087‐3748 Macaca mulatta partial Mamu‐DRB gene for MHC class II  AM910414
Mamu‐DRB1*0306 Macaca mulatta partial Mamu‐DRB1 gene for MHC class II antigen AM910415
Mamu‐DRB1*0312 3087‐3748 Macaca mulatta partial Mamu‐DRB1 gene for MHC class II antigen AM910416
Mamu‐DRB1*0309 7622‐8327 Macaca mulatta partial Mamu‐DRB1 gene for MHC class II antigen AM910417
Mamu‐DRB1*0326 3011‐3692 Macaca mulatta partial Mamu‐DRB1 gene for MHC class II antigen AM910418
Mamu‐DRB1*0404 2994‐3688 Macaca mulatta partial Mamu‐DRB1 gene for MHC class II antigen AM910419
Mamu‐DRB1*1007 8014‐8684 Macaca mulatta partial Mamu‐DRB1 gene for MHC class II antigen AM910420
Mamu‐DRB3*0405 Macaca mulatta partial Mamu‐DRB3 gene for MHC class II antigen AM910421
Mamu‐DRB3*0408 2995‐3667 Macaca mulatta partial Mamu‐DRB3 gene for MHC class II antigen AM910422
Mamu‐DRB5*0301 976‐8612 Macaca mulatta partial Mamu‐DRB5 gene for MHC class II antigen AM910423
HLA_DRB1*010101 Homo sapiens HLA-DRB1 gene for MHC class II antigen AM493435
HLA_DRB1*010201 Homo sapiens voucher Coriell Cell Repository DNA sample NA01018 AY663400
HLA_DRB1*030101 Human DNA sequence from clone DAQB‐97F8 on chromosome 6 AL929581
HLA_DRB1*03011 Homo sapiens major histocompatibility complex, class II, DR52 haplotype (DR52) on chromosome 6 NG_002392
HLA_DRB1*040101 Homo sapiens major histocompatibility complex, class II, DR53 haplotype (DR53) NG_002433
HLA_DRB1*0405 Homo sapiens MHC class II antigen (HLA-DRB1) gene, HLA-DRB1*0404 AB715390
HLA_DRB1*070101 Human DNA sequence from clone DADB‐102D14 on chromosome 6 CR753309
HLA_DRB1*08:03:02 Homo sapiens HLA-DRB1 gene for MHC class II antigen FN823238
HLA_DRB1*110101 Homo sapiens voucher Coriell Cell Repository DNA sample NA00576 AY663412
HLA_DRB1*110401 Homo sapiens voucher Coriell Cell Repository DNA sample NA14661 AY663394
HLA_DRB1*12:01:01 Homo sapiens HLA-DRB1 gene for major histocompatibility complex AB715399
HLA_DRB1*12:02:01 Homo sapiens MHC class II antigen (HLA-DRB1) gene JN391413
HLA_DRB1*130101 Homo sapiens voucher Coriell Cell Repository DNA sample NA01960 AY663397
HLA_DRB1*130201 Homo sapiens voucher Coriell Cell Repository DNA sample NA14663 AY663413
HLA_DRB1*140101 Homo sapiens voucher Coriell Cell Repository DNA sample NA10540 AY663405
HLA_DRB1*140501 Homo sapiens voucher Coriell Cell Repository DNA sample NA04535 AY663408
HLA_DRB1*1501 Homo sapiens major histocompatibility complex, class II, DR51 haplotype (DR51) on chromosome 6 NG_002432
HLA_DRB1*1503 Homo sapiens voucher Coriell Cell Repository DNA sample NA14663 AY663411
HLA_DRB1*16 Homo sapiens major histocompatibility complex, class II NG_002432
HLA_DRB1*1602 Homo sapiens MHC class II antigen (HLA-DRB1) gene DR51 AB774985
HLA_DRB3*01012 Homo sapiens major histocompatibility complex, class II, DR52 haplotype (DR52) on chromosome 6 NG_002392
HLA_DRB3*020201 Human DNA sequence from clone DAQB-97F8 on chromosome 6 AL929581
HLA_DRB4*01030101 Homo sapiens major histocompatibility complex, class II, DR53 haplotype (DR53) NG_002433
HLA_DRB5*0101 Homo sapiens major histocompatibility complex, class II, DR51 haplotype (DR51) on chromosome 6 NG_002432
HLA_DRB6ps Homo sapiens major histocompatibility complex, class II, DR51 haplotype (DR51) on chromosome 6 NG_002432
HLA_DRB7ps Homo sapiens major histocompatibility complex, class II, DR53 haplotype (DR53) NG_002433
HLA_DRB1*10:01:01 Homo sapiens MHC class II antigen (HLA-DRB1) gene JN157606
HLA_DRB1*0103 Homo sapiens MHC class II antigen (HLA-DRB1) gene AF142458
HLA_DRB1*15:02:01 Homo sapiens HLA-DRB1 gene for MHC class II antigen AB774991
HLA_DRB1*03‐AL929581 c91958-91273 Human DNA sequence from clone DAQB-97F8 on chromosome 6 AL929581
MHC_DRB1*04_BX296568c50594-49901 Human DNA sequence from clone DASS-233C19 on chromosome 6 BX296568
Patr‐DRB1*020101 Pan troglodytes partial Patr-DRB1 gene for MHC class II antigen, Patr-DRB1*020101 AM910425
Patr-DRB3*0208 Pan troglodytes partial Patr-DRB3 gene for MHC class II antigen AM910428
Patr-DRB1*10:01 Pan troglodytes verus partial patr-DRB1 gene for MHC class II antigen HE800526
Gogo_DRB_01 44822-45507 Gorilla gorilla voucher Coriell Cell Repository DNA sample NG05251 AY663402
Patr-DRB*W902 Pan troglodytes partial Patr-DRB gene for MHC class II antigen AM910424
Patr-DRB3*01020102 Pan troglodytes partial Patr-DRB3 gene for MHC class II antigen AM910427
Patr-DRB3*01020101 Pan troglodytes partial Patr-DRB3 gene for MHC class II antigen AM910426
Patr_DRB_01 Pan troglodytes voucher Coriell Cell Repository DNA sample NS03646 AY663401
Gogo_DRB_02 c218276-217597 Gorilla DNA sequence from clone CH255-114D6, complete sequence CU104652
Gogo_DRB_03 c218276-217597 Gorilla DNA sequence from clone CH255-114D6, complete sequence CU104652
Gogo_DRB_04 73853067:151462-152106 Gorilla DNA sequence from clone CH255-351B13 CT025711
Gogo_DRB_05 73853067:151462-152106 Gorilla DNA sequence from clone CH255-351B13 CT025711
Patr-DRB4*02:01 5938-6579 Pan troglodytes troglodytes partial patr-DRB4 HE800525
Poab_DRB_01 200269-200926 Pongo abelii BAC clone CH276-191M9 from chromosome 6 AC206450
Patr_DRB_01 27628-28281 Pan troglodytes genomic DNA, chromosome 5 AP006503
